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2. RESUMEN 

 

El citoesqueleto de los tripanosomátidos está compuesto principalmente de microtúbulos. 

La presencia de microfilamentos de actina clásicos no ha sido demostrada. Sin embargo, se 

han identificado genes que codifican para actinas y para proteínas que en otros organismos 

regulan su dinámica de polimerización, entre los que encuentra profilina. Profilina es una 

proteína ubicua en los eucariotas que evita la polimerización espontánea de actina y 

mantiene una poza competente de monómeros para polimerizar. Estudios previos han 

demostrado la expresión del gen que codifica para profilina a nivel de RNA mensajero en 

T. cruzi. En el presente trabajo se abordaron diferentes estrategias para caracterizar a 

profilina a nivel de proteína en T. cruzi. Se transfectaron parásitos con vectores de 

expresión que codifican para profilina fusionada con la proteína roja fluorescente mCherry. 

En estos ensayos se obtuvieron parásitos recombinantes pero no se logró detectar la 

proteína de fusión. Por otro lado, se usaron dos metodologías para obtener el antígeno 

necesario para producir sueros policlonales anti-profilina en ratones: 1. Cromatografía de 

afinidad por poli-prolinas a partir de extractos de proteína de T. cruzi; 2. Expresión y 

purificación de profilina recombinante en E. coli. Con la segunda metodología se logró 

purificar la proteína suficiente para producir los sueros, que reconocen a profilina en 

extractos de proteína de tres tripanosomátidos: T. cruzi, T. brucei y Leishmania major. En 

conclusión, se demostró la expresión de profilina a nivel de proteína en tres especies de 

tripanosomátidos y se generaron herramientas moleculares (vectores de expresión, 

proteínas recombinantes y anticuerpos) que permitirán su caracterización en proyectos 

futuros. 
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3. ABSTRACT 

 

The trypanosomatid cytoskeleton is composed mainly by microtubules. Classic actin 

filaments have not been detected. However, there are genes that encode for actins and also 

for proteins involved in the regulation of its polymerization dynamics, including profilin. 

Profilin is a ubiquitous protein that binds to the actin mononers and holds a pool of subunits 

suitable for polymerization. Previous works have demonstrated the presence of mRNA in 

two species of trypanosomatids: Trypanosoma cruzi and T. brucei. In the present work, 

different strategies for characterizing T. cruzi’s profilin were considered. Parasites were 

transfected with an expression vector that encode for a fusion of profilin with the red 

fluorescent protein mCherry. Recombinant parasites were obtained by using this strategy, 

but the expression of the fusion protein was not detected. On the other hand, two 

methodologies were used to obtain the antigen for producing polyclonal sera against 

profilin in mice: 1. Poly-proline affinity chromatography with T. cruzi protein extracts; 2. 

Expression and purification of recombinant profilin in E. coli. An enough amount of 

recombinant profilin for mice immunization was expressed and purified from E. coli. 

Polyclonal sera from mice immunized with the recombinant profilin, recognize a protein of 

the expected molecular weight of profilin (~16 kDa.) in T. cruzi, T. brucei, and L. major 

protein extracts. In conclusion, the expression of profilin at the protein level was 

demonstrated in three trypanosomatid species. Additionally, several molecular tools 

(expression vectors, recombinant proteins, and polyclonal antibodies) for characterizing    

T. cruzi’s profilin were generated.       
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4. INTRODUCCIÓN 

 

El citoesqueleto es una red de proteínas filamentosas que juega un papel esencial en una 

gran variedad de procesos celulares como la locomoción, división celular, el transporte 

intracelular de vesículas y la organización de los contenidos celulares. La estructura, 

dinámica y composición del citoesqueleto ha sido estudiada en detalle en células de 

mamífero y en levadura. Sin embargo, el citoesqueleto de los organismos protistas difiere 

ampliamente si se le compara con el de estos organismos modelo. En los tripanosomátidos, 

un grupo de protistas flagelados parásitos que incluye a Trypanosoma cruzi (el agente 

causal de la enfermedad de Chagas en humanos), el citoesqueleto está constituido 

fundamentalmente de microtúbulos. Los microfilamentos de actina observados en 

estructuras como los lamelipodios y los anillos contráctiles no han sido detectados en estos 

organismos. A pesar de estos hallazgos, el análisis de la secuencia de sus genomas ha 

revelado la presencia de genes que codifican para actinas y para un repertorio de proteínas 

que en otros sistemas participan en regular su dinámica de polimerización (Berriman et al. 

2005; DeMelo et al., 2008). En nuestro laboratorio estamos interesados en estudiar las 

actinas de T. cruzi, y las proteínas encargadas de la regulación de su polimerización. 

Profilina es una proteína que tiene un papel central en este aspecto ya que forma complejos 

1:1 con los monómeros de actina, evitando su polimerización espontánea pero manteniendo 

una poza de actina competente para polimerizar (Dominguez, 2009). Se ha demostrado la 

expresión de profilina a nivel de RNA mensajero (mRNA) de profilina en T. brucei y la 

capacidad que tiene su gen codificador de complementar una mutante negativa de levadura 

para esta proteína, sugiriendo la expresión de un producto funcional (Wilson & Seebeck, 

1997). Por esta razón, en un trabajo realizado en nuestro laboratorio se decidió comenzar 

con la caracterización del gen ortólogo a profilina en T. cruzi, del cual se demostró su 

expresión a nivel de mRNA (Herrera-López 2008). En el presente trabajo, se demostró la 

expresión de profilina a nivel de proteína en  T. cruzi, Trypanosoma brucei y  Leishmania 

major. Además, se generaron herramientas moleculares (proteínas recombinantes, 

anticuerpos y vectores de expresión) que permitirán caracterizar en detalle esta proteína en 

futuros proyectos.  

 

4.1. Citoesqueleto eucariota. 
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Para que la célula realice todos los procesos necesarios para sobrevivir y reproducirse, las 

actividades de las miles de moléculas que la componen deben ser ordenadas y coordinadas 

de acuerdo a las condiciones de un entorno en constante cambio. El citoesqueleto juega un 

papel central en estos aspectos, al organizar espacialmente los contenidos celulares, 

conectar a la célula física y bioquímicamente con el ambiente externo y generar fuerzas 

coordinadas que le permiten a la célula moverse y cambiar su morfología (Fletcher & 

Mullins, 2010). El citoesqueleto de una célula eucariota ¨típica¨ está compuesto 

fundamentalmente de dos tipos de fibras proteicas llamadas microtúbulos y 

microfilamentos (Figura 1). Un tercer tipo de fibras, los filamentos intermedios, han sido 

descritos exclusivamente en metazoarios. Los microtúbulos y los microfilamentos están 

compuestos por proteínas altamente conservadas en la evolución: la tubulina y la actina, 

respectivamente.  

 

 
Figura 1. Micrografías electrónicas donde se muestran los componentes principales del 
citoesqueleto eucariota. (A) Célula mamífera donde se muestran microtúbulos (en rojo), 
redes de filamentos de actina y de filamentos intermedios (un tipo de fibra expresado 
exclusivamente por las células animales). (B) Red de filamentos de actina ramificados 
producidos en un queratocito en migración. Modificada de Pollard & Cooper (2009). 

 

4.2. Actina. 

Las actinas pertenecen a una superfamilia de proteínas que se caracteriza por unir una 

molécula de ATP. A este grupo también pertenecen las chaperonas HSP70, algunas clases 

de cinasas de azúcares y familias de proteínas de bacterias como MerB, FtsA y ParM 

(Wickstead & Gull, 2012). Las actinas se pueden dividir en tres grupos: las actinas 
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convencionales, las proteínas relacionadas con actina (ARPs) y las proteínas similares a 

actina (ALPs). Las actinas convencionales son las más similares en secuencia a las actinas 

α, β y γ de vertebrados. En cuanto las ARPs, se han descrito 11 subfamilias (ARP1 – 11), 

siendo ARP1 la más similar en secuencia a las actinas convencionales y ARP11 la más 

diferente (Muller et al., 2005). Algunos organismos poseen actinas adicionales que no se 

agrupan en ninguna de las clases anteriormente descritas. A éstas se les denomina proteínas 

similares a actina o actinas ¨huérfanas¨. A pesar de la gran diversidad en secuencia y 

función que presentan las actinas, estas proteínas comparten la estructura terciaria pues se 

pliegan en dos dominios principales llamados dominios externo e interno (Figura 2). Cada 

dominio esta a su vez dividido en dos subdominios, el externo está comprendido por los 

subdominios 1 y 2 y el interno por los subdominios 3 y 4. Los dominios externo e interno 

están separados por una hendidura con actividad ATPasa a la cual se une una molécula de 

ATP y un catión divalente (Mg+2 en la célula). Una segunda hendidura está presente entre 

los dos dominios de la actina, la cual está compuesta principalmente por residuos 

hidrofóbicos y es el sitio de  unión de la mayoría de las proteínas reguladoras de actina, 

entre ellas la profilina (Dominguez & Holmes, 2011). 

 
Figura 2. Estructura terciaria de la actina. Se muestran los dominios y subdominios (S1, 
S2, S3 y S4) de la actina, la hendidura de unión a ATP y la hendidura hidrofóbica por la 
cual actina interactúa con profilina y otras proteínas reguladoras. Modificada de Pollard 
& Cooper (2009). 

 

Una propiedad de gran importancia para la función de las actinas es su capacidad de formar 

polímeros lineales, denominados actina filamentosa (actina F) o microfilamentos. La 

estructura de los microfilamentos ha sido determinada a partir patrones de difracción por 

rayos X, observaciones por microscopia electrónica y, más recientemente, por crio-

microscopía electrónica. La primera estructura atómica fue deducida combinando patrones 
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de difracción de rayos X de filamentos producidos in vitro con la estructura cristalina de la 

actina monomérica (actina G) (Holmes et al., 1990). En este modelo cada microfilamento 

consiste de dos cadenas que forman una hélice que gira hacia la derecha. Usando crio-

microscopía electrónica se logró obtener un modelo con mayor resolución, en el cual cada 

filamento es una hélice formada por una cadena que gira hacia la izquierda y posee ~ 13 

subunidades cada seis giros (Dominguez & Holmes, 2011) (Figura 3A). Las subunidades de 

actina que componen el filamento interactúan entre sí a través de contactos longitudinales y 

transversales. Los dos contactos longitudinales principales involucran el subdominio 4 con 

el 3 y el subdominio 2 con la hendidura hidrofóbica (Figura 3B). Los dos contactos 

transversales principales involucran el subdominio 3 con el 2 y el subdominio 4 con la 

hendidura hidrofóbica (Figura 3C). Esta disposición se repite a lo largo de todo el filamento 

y, dada la asimetría de la molécula de actina, brinda al polímero polaridad. Al extremo que 

expone la hendidura hidrofóbica se le denomina extremo (-) o en punta, y al que expone la 

hendidura de unión a ATP se le denomina extremo (+) o bardado (Hild et al., 2010).  

 
Figura 3. Estructura de la actina F. (A.) Modelo deducido a partir de crio-microscopía electrónica. 
Las moléculas de actina están dispuestas en una única hélice con 13 subunidades que se repiten 
cada ~6 giros    (36 nm). Principales contactos longitudinales (B.) y transversales (C.) entre las 
subunidades. Se muestran las estructuras secundarias de cada subunidad en un código de colores del 
extremo amino (azul) al carboxilo (rojo), y los aminoácidos involucrados en los contactos. En (B.) 
se muestra una sección comprendida por la vista frontal de dos subunidades. En (C.) se muestra una 
sección comprendida por la vista lateral de cinco subunidades (SU). En (B. y C.) se señalan las 
posiciones de los subdominios (S) de cada subunidad en colores diferentes.  Modificado de 
Dominguez & Holmes (2011). 
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4.2.1. Polimerización de actina. 

En la célula,  la actina puede encontrarse en dos estados principales: monomérico (actina 

G) y  filamentoso (actina F). La mayoría de las funciones en las que la actina participa 

dependen de su capacidad de formar polímeros de manera regulada. Por esta razón, para 

entender cómo la actina participa en las funciones en donde está involucrada, es esencial 

estudiar su proceso de polimerización. La polimerización de la actina (transición del estado 

de actina G al de actina F) procede a través de tres pasos. Comienza por la formación de 

núcleos de actina (dímeros y trímeros) que sirven como semillas para el crecimiento del 

filamento. En el segundo paso, llamado elongación, el filamento crece producto de la 

asociación de monómeros de actina en sus dos extremos. En el último paso, llamado fase de 

estado estable, los monómeros se disocian por el extremo (-) y se reciclan para asociarse al 

extremo (+), resultando en un flujo unidireccional de subunidades de actina donde la 

longitud del filamento es más o menos constante (Dominguez, 2009). A este 

comportamiento se le llama treadmilling, por su semejanza a una banda sin fin. En ensayos 

in vitro, para que se presente la polimerización espontánea de actina y se mantenga la 

dinámica de polimerización en fase de estado estable se necesita de una concentración 

mínima de monómeros de actina, a la cual se le llama concentración crítica (Hild et al., 

2010).  

 

4.2.2. Proteínas reguladoras de la dinámica de polimerización de la actina. 

Las funciones que lleva a cabo la actina en la célula se presentan en gran medida gracias a 

la interacción con una gran diversidad de proteínas, que en conjunto son llamadas proteínas 

de unión a actina (ABPs) (Fletcher & Mullins, 2010). Las ABPs pueden tener varias 

actividades, entre las que se encuentran formar y estabilizar núcleos de actina para la 

formación de microfilamentos (nucleadores), regular la dinámica de polimerización y 

despolimerización (moduladores de la polimerización), estabilizar a los microfilamentos o 

asociarlos con otros componentes celulares (organizadores supramoleculares), moverse 

sobre los microfilamentos y generar fuerza mecánica (motores), entre otras (Figura 4). A 

continuación se tratarán con más detalle algunas de las ABPs involucradas en regular la 

dinámica de polimerización de la actina.   
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Figura 4. Actividades de algunas ABPs sobre el citoesqueleto de actina (recuadros 
azules). Funciones realizadas por el citoesqueleto de actina reguladas a través de la 
interacción con las ABPs (recuadro amarillo). Modificada de Schoenenberger et al. 
(2011). 

 

4.2.2.1. Nucleadores y elongadores. 

Para que se lleve a cabo de manera correcta la dinámica de polimerización de la actina, son 

necesarias proteínas que controlen el momento y sitio donde se presenta, así como el tipo 

de filamento que se genera. Las proteínas encargadas de estas funciones son los 

nucleadores y los elongadores. Los nucleadores son proteínas que se encargan de generar y 

estabilizar núcleos de actina que son usados para el proceso de polimerización. Los tres 

nucleadores más estudiados y distribuidos en la naturaleza son los basados en dominios 

WH-2 (con homología a la proteína del síndrome Wiskott–Aldrich (WASP)-2), el complejo 

Arp2/3 y las forminas (Dominguez, 2009). Los dominios WH-2 son una regiones cortas 

(25-50 aminoácidos) que se caracterizan por su capacidad de unir una molécula de actina 

G. Se encuentra en una gran cantidad de proteínas reguladoras de la polimerización de 

actina, entre ellas los nucleadores Spire y Cordon-Bleu. Estas proteínas poseen varias 

repeticiones de WH-2 dispuestas en tándem. Al unir de manera simultánea varios 

monómeros de actina, estas proteínas generan un núcleo de polimerización (Qualmann & 

Kessels, 2009) (Figura 5A). Arp2/3, por su parte, está compuesto por siete proteínas: dos 

proteínas relacionadas con actina (ARP2 y 3) y cinco subunidades adicionales (ARPC 1-5). 

Para ser funcional, Arp2/3 debe ser activado por factor promotor de la nucleación (NPFs). 
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Uno de los NPFs más estudiados es la proteína del síndrome Wiskott–Aldrich (WASP). 

WASP y otros NPFs, se unen de manera simultánea a Arp2/3 y a un monómero de actina a 

través de un dominio WH-2. Esta interacción promueve un cambio conformacional en 

Arp2/3 e incorpora un monómero de actina, que forma un núcleo de polimerización junto 

con ARP2 y ARP3 (Karlsson & Lindberg, 2007) (Figura 5B). Por último, las forminas son 

proteínas que se caracterizan por la presencia de un dominio FH-2 (con homología a 

forminas-2). Los dominios FH-2 de diferentes moléculas de forminas se unen en 

homodímeros, los cuales generan una estructura en forma de dona que estabiliza núcleos de 

actina (Goode & Eck, 2007) (Figura 5C).  

 

 
Figura 5. Tipos de nucleadores de actina. (A.) Proteínas nucleadoras con dominios WH-2. Cada 
dominio WH-2 se une a un monómero de actina generando un núcleo que es usado para formar un 
microfilamento (B.) Nucleación por Arp2/3. El complejo es activado por la unión de un NPF que 
posee unido un monómero de actina y forma un núcleo con ARP2 y ARP3. Este complejo se une 
lateralmente a un microfilamento pre-existente, formando una ramificación (C.) Nucleación por 
forminas. Homodímeros de dominios FH-2 estabilizan núcleos de actina que son usados para la 
formación de microfilamentos lineales. Modificado de Goode & Eck (2007). 
 

Los elongadores son proteínas que facilitan la adición de monómeros de actina en los 

extremos (+) de los microfilamentos. Los dos elongadores mejor estudiados son las 

forminas y Ena/VASP (Fosfoproteína estimulada por vasodilatador). Las forminas son 

proteínas que, además de la actividad nucleadora descrita previamente, tienen la propiedad 

de permanecer unidas al extremo (+) de los microfilamentos en formación y promover la 

asociación de nuevos monómeros de actina. Esta actividad es facilitada por la presencia de 
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dominios adicionales. Entre éstos cabe destacar el dominio FH-1, que posee una región rica 

en prolinas a la cual se unen complejos profilina-actina, aumentando la concentración de 

actina-G disponible para polimerizar en los extremos (+) (Goode & Eck, 2007). Ena/VASP, 

por su parte, es un grupo de proteínas modulares que poseen dominios de interacción con 

actina G (GAB) y actina F (FAB), una región rica en prolinas y un dominio que permite la 

formación de tetrámeros de estas proteínas. Se ha propuesto un modelo para la elongación 

de los microfilamentos por Ena/VASP. En este modelo, tetrámeros de Ena/VASP se 

asocian con haces de microfilamentos (múltiples filamentos de actina dispuestos de manera 

paralela) a través de los dominios FAB. Allí, reclutan complejos de profilina-actina a través 

de la región rica en prolinas, transfieren los monómeros de actina a GAB y posteriormente 

a los extremos (+) de los microfilamentos (Lee & Dominguez, 2010).  

 

4.2.2.2. Moduladores de la polimerización. 

Actina es una de las proteínas más expresadas en las células eucariotas. A pesar de 

encontrarse en concentraciones superiores a la concentración crítica, en la célula no todas 

las moléculas de actina se encuentran en la forma estructural de actina F (Dominguez, 

2009). Funciones como la locomoción celular y eventos de transporte intracelular mediados 

por el citoesqueleto de actina, requieren la polimerización rápida pero regulada de los 

microfilamentos. Para que esto ocurra, es necesario tener disponible una alta concentración 

de monómeros de actina competentes para polimerizar. Esta función es llevada a cabo por 

proteínas que se unen a la actina G y evitan su polimerización espontánea, regulando de 

esta forma la disponibilidad de los monómeros para el proceso de polimerización (Dos 

Remedios et al., 2003). Se han descrito varias proteínas con estas propiedades (>25 en 

mamíferos), pero sólo algunas se encuentran distribuidas en todos los eucariotas. Entre 

estas proteínas se encuentra profilina.  

 

4.3. Profilina. 

 

4.3.1. Estructura de profilina y ligandos. 

Profilina forma una familia de proteínas que se encuentra distribuida en todas las células 

eucariotas. La única excepción conocida es Giardia intestinalis (Paredez et al., 2011), que 

carece de proteínas de unión a actina canónicas como las descritas con anterioridad. Una de 

las características de las profilinas es una baja conservación a nivel de secuencia de 
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aminoácidos. Incluso isoformas de profilina codificadas por el mismo organismo pueden 

tener niveles de similitud bajos. Ejemplos de ello son las profilinas 1 y 3 de mamífero, que 

sólo comparten el 37% de los aminoácidos (Witke, 2004). A pesar de esto, la capacidad que 

tienen profilinas de plantas y mamíferos de complementar mutantes negativas para profilina 

de la ameba Dictyostelium discoideum (Karakesisoglou et al., 1996; Schluter et al., 1998), 

sugiere que las profilinas codificadas por diferentes organismos poseen propiedades 

funcionales similares. La explicación de estas observaciones es la conservación de las 

profilinas a nivel estructural. Todas las profilinas con estructura terciaria conocida están 

constituidas por un centro de siete hojas β-plegadas dispuestas de manera antiparalela, las 

cuales están rodeadas por cuatro hélices α (Figura 6). Esta estructura forma dominios de 

interacción con tres tipos de ligandos: actina G, regiones ricas en prolina y lípidos de la 

membrana plasmática (Jockusch et al., 2007).  

 

 
Figura 6. Representación esquemática de la estructura terciaria de la profilina bovina. 
Los elementos de la estructura secundaria se numeran de acuerdo a su posición en la 
secuencia de aminoácidos. Se muestran los sitios de unión a actina (rojo), a regiones 
ricas en prolina (azul) y a lípidos de la membrana plasmática (verde). Modificado de 
Jockusch et al. (2007). 

 

4.3.1.1. Sitio de unión a actina G. 

El sitio de profilina involucrado en la unión con actina fue identificado inicialmente a partir 

de la estructura cristalográfica del complejo actina-profilina de bovino (Shutt et al., 1993). 

El sitio está compuesto por 21 residuos que se encuentran en la hélice α 3 y las hojas β-

plegadas 4, 5 y 6 (Figura 6). Sólo 8 de estos residuos se encuentran conservados en 
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profilinas de diferentes especies (Figura 7). A través de este sitio profilina interactúa con la 

actina G, con otras proteínas de la familia de las actinas como ARP2 (Machesky et al., 

1994) y ARP3 (McCollum et al., 1996), y con al menos una proteína no relacionada con 

actina (Giesemann et al., 2003). El sitio de unión a profilina en la actina se encuentra en la 

hendidura hidrofóbica (Figura 2) y, a diferencia de lo observado en profilina, está altamente 

conservado a nivel de secuencia (Figura 8). Este sitio se  sobrepone, al menos parcialmente, 

con el de otras proteínas como la gelsolina, proteínas con dominios WH-2, ADF (Factor 

despolimerizador de la actina)/cofilina, timosina y con sitios de contacto subunidad-

subunidad en la forma estructural actina F (Dominguez, 2004). 

 

 
Figura 7. Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de varias profilinas. Se incluyen 
secuencias de 3 profilinas humanas (Hs), 3 de Dictyostelium discoideum (Dd), 1 de levadura (Sc), 1 
de  Trypanosoma brucei (Tb), 1 de Arabidopsis thaliana (At) y 1 de Toxoplasma gondii (Tg). Se 
indican con estrellas los residuos involucrados en la interacción con actina (estrellas rojas), poli-
prolinas (triángulos azules) y membrana (círculos verdes). Los residuos idénticos se señalan con 
recuadros negros y los conservados en grises. El alineamiento se realizó en el programa ClustalW2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y se visualizó en BioEdit (Hall, 1999). Los números 
de acceso en el GenBank de las secuencias usadas son los siguientes: Hs-1: AAH57828.1; Hs-2: 
AAH95444.1; Hs-3: EAW85006.1; Dd-1: CAA43781.1; Dd-2: P26200.1; Dd-3: Q8T8M2.1; Sc: 
AAA34861.1; Tb: CAA96531.1; At: AEC06923.1; Tg: AAX33672.1. 
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Figura 8. Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de varias actinas. Se incluyen 
secuencias de humano (Hs), Dictyostelium discoideum (Dd), levadura (Sc), Trypanosoma brucei 
(Tb),  Arabidopsis thaliana (At) y Toxoplasma gondii (Tg). Se indican con estrellas los residuos 
involucrados en la interacción con profilina. Los residuos idénticos se señalan con recuadros negros 
y los conservados en grises. El alineamiento se realizó en el programa ClustalW2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y se visualizó en BioEdit (Hall, 1999). Los números 
de acceso en el GenBank de las secuencias usadas son los siguientes: Hs: NP_001092.1; Dd: 
XP_636030.1; At: NP_187818.1; Sc: AAA34391.1; Tg: EEB02523.1; Tb: AAA30151.1. 
 

4.3.1.2. Sitio de unión a poli-prolinas. 

El sitio de unión a poliprolinas está formado por las hélices α que se encuentran en los 

extremos amino y carboxilo de profilina (Figura 6). Los residuos directamente involucrados 

en esta interacción han sido identificados en la estructura cristalina de complejos de 

profilina de mamífero con péptidos de prolinas (Mahoney et al., 1997). Estos residuos son 

aromáticos (W3, Y6, W31, H133 y Y139 en la profilina humana) y se encuentran altamente 

conservados en otras profilinas (Figura 7). Se ha demostrado que in vitro se requiere de una 

región de por lo menos 10 prolinas consecutivas para que se presente una unión eficiente 

entre profilina y péptidos de prolinas sintéticos (Perelroizen et al., 1994). Sin embargo, esto 

no puede ser extrapolado a los ligandos de profilina en la célula. Otros aminoácidos, 

particularmente las glicinas y aminoácidos hidrofóbicos, pueden estar presentes junto a las 

prolinas en los ligandos que interactúan con profilina a través de esta región (Reinhard et 

al., 1995; Chang et al., 1997). Además, se ha demostrado que la afinidad de profilina por 

regiones ricas en prolina es regulada por eventos de fosforilación y desfosforilación en el 

residuo serina-137 de la profilina humana (Shao et al., 2008; Shao & Diamond, 2012) y se 

ha sugerido que eventos de fosforilación en residuos de tirosina tienen un papel similar en 
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profilinas de plantas (Aparicio-Fabre et al., 2006). Aunque la mayoría de los ligandos que 

interactúan con profilina a través de regiones ricas en prolinas corresponden a proteínas 

involucradas en la dinámica de polimerización de la actina (Jockush et al., 2007), se han 

identificado al menos dos ligandos sin conexión aparente con el citoesqueleto de actina, el 

factor transcripcional p42POP (Lederer et al., 2005) y la proteína de sobrevivencia de las 

neuronas motoras (SMN) (Giesemann et al., 1999), que está involucrada en el 

procesamiento de RNA.  

 

4.3.1.3. Sitio de unión a lípidos de la membrana plasmática.  

La interacción de profilina con la membrana plasmática se presenta a través de diferentes 

tipos de fosfatidil-inositoles (PIP), principalmente el fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (PIP2). 

La unión de profilina con PIP involucra interacciones electrostáticas entre la cabeza 

cargada negativamente del PIP y regiones ricas en aminoácidos básicos de profilina 

(Krishnan & Moens, 2009). En las profilinas, se han descrito dos regiones de unión a PIP 

que se sobreponen parcialmente con los sitios de unión a actina (Sohn et al., 1995) y a poli-

prolinas (Lambrechts et al., 2002). Tomando como referencia la secuencia de la profilina 

humana, el primer sitio está compuesto por los residuos K69, R88 y K90 y el segundo por 

los residuos R135 y R136 (Figura 7). Con excepción de K69 y R88, estos residuos se 

encuentran pobremente conservados en otras profilinas. Se han propuesto dos papeles no 

excluyentes para la interacción de profilina con PIPs en la célula (Krishnan & Moens, 

2009): 1. Regular el metabolismo de PIPs; 2. Secuestrar a profilina en la membrana 

plasmática, evitando su interacción con actina y otras proteínas.  

 

4.3.2. Profilina en la célula. 

 

4.3.2.1. Isoformas. 

En los genomas eucariotas, profilina puede ser codificada por genes de copia única o por 

familias génicas que producen varias isoformas (Radauer & Breiteneder, 2007). El primer 

escenario se presenta en algunos organismos unicelulares como los tripanosomátidos 

(Wilson & Seebeck, 1997; Herrera-López, 2008), los apicomplexos (Kursula et al., 2008) y 

las levaduras (Lu & Pollard, 2001), así como en algunos invertebrados como Drosophila 

melanogaster (Soderberg et al., 2012). El segundo escenario se presenta, por ejemplo, en 

amibas (Makioka et al., 2012; Kaiser et al., 1986; Haugwitz et al. 1991), vertebrados y 
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plantas, siendo estos dos últimos casos los mejor caracterizados. En vertebrados se han 

identificado 5 isoformas de profilina, de las cuales cuatro están codificadas por genes 

diferentes y una es producto de splicing alternativo. Una de las isoformas es expresada en 

todos los tejidos (profilina 1) y las otras son exclusivas de cerebro (profilina 2a y 2b), y de 

testículo y riñón (profilinas 3 y 4) (Krishnan & Moens, 2009). Una situación similar se ha 

encontrado en Arabidopsis, donde se expresan 5 isoformas de profilina, de las cuales tres 

(profilinas 1-3) son constitutivas y dos (profilinas 4 y 5) se expresan exclusivamente en el 

polen (Kandasamy et al., 2002).  

 

4.3.2.2. Localización subcelular. 

Profilina se distribuye en varias zonas donde se presentan funciones relacionadas con la 

dinámica de actina. Ejemplo de ello es la co-localización de profilina con el sistema de 

microfilamentos encargado de la motilidad celular en diferentes líneas celulares mamíferas 

y en la ameba Entamoeba invadens (Mayboroda  et al., 1997; Makioka et al., 2012). Es 

interesante mencionar que isoformas de profilina expresadas en una misma célula pueden 

exhibir patrones de distribución subcelular diferentes. En Arabidopsis, por ejemplo, la 

expresión de fusiones de dos isoformas de profilina con la proteína verde fluorescente 

(GFP) sugiere que la profilina 1 co-localiza principalmente con la red de microfilamentos, 

mientras que la profilina 2 se encuentra asociada con la maquinaria de transporte 

intracelular de vesículas (Wang et al., 2009). De manera similar, estudios de 

inmunofluorescencia con anticuerpos específicos contra las profilinas 1 y 2 de mamífero en 

neuronas de ratón, sugieren  localizaciones subcelulares diferentes de estas dos isoformas 

(Jockusch et al., 2007). Aunque gran parte de la información sobre las actividades de 

profilina en la célula conciernen a la regulación del citoesqueleto de actina en el 

citoplasma, la profilina también se encuentra en el interior del núcleo co-localizándose con 

partículas intranucleares como los cuerpos de Cajal y los speckles nucleares (Skare et al., 

2003).  

 

4.3.2.3. Actividades citoplasmáticas y nucleares de profilina. 

Inicialmente, la profilina fue identificada en extractos de proteína de bazo de bovino como 

una proteína que formaba complejos 1:1 con la actina G e inhibía la polimerización. De esta 

actividad se derivó su nombre, al mantener a la actina en una forma ¨profilamentosa¨ 

(Carlsson et al., 1977). Además de impedir la polimerización espontánea, se han descrito 
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otras actividades de profilina sobre la dinámica de polimerización de la actina. En presencia 

de nucleadores de la polimerización, como Arp2/3 y las forminas, profilina promueve la 

adición de monómeros de actina a los extremos (+) libres de los microfilamentos (Figura 

9). Esto lo realiza al interactuar de manera simultánea con actina y con regiones ricas en 

prolina presentes en los factores promotores de la nucleación que activan a Arp2/3 y en los 

dominios FH1 de las forminas, incrementando la concentración de monómeros de actina en 

los extremos (+). Por otro lado, algunas profilinas también pueden generar monómeros de 

actina propicios para ser añadidos en los extremos (+) libres de los microfilamentos. Esta 

actividad la realiza al promover un cambio conformacional en los monómeros de actina 

unidos a ADP que son liberados de los extremos (-) de los microfilamentos, lo que favorece 

el intercambio de este nucleótido por una molécula de ATP. Este intercambio produce 

moléculas de actina-ATP (Porta & Borgstahl, 2012), que son el sustrato favorecido durante 

el proceso de polimerización (Dominguez & Holmes, 2011).  

 
Figura 9. Reguladores básicos de la dinámica de polimerización de actina. 1. 
Incorporación de profilina-actina-ATP al extremo (+) 2. Disociación de profilina de 
actina-ATP; 3. Hidrólisis de ATP por actina; 4. Unión de ADF/cofilina a las 
subunidades de actina-ADP; 5. Despolimerización de complejos ADF/coflina-actina-
ADP; 6. Disociación de ADF/cofilina de actina-ADP; 7. Unión de profilina a 
monómeros de actina-ADP e intercambio de ADP por ATP. Modificada de Dos 
Remedios et al. (2003). 

 

Además de las actividades citoplasmáticas mencionadas, en los últimos años se ha reunido 

cada vez más evidencia de la presencia y función de profilina en el núcleo celular. Por 

ejemplo, profilina ha sido descrita como un co-factor esencial para regular la cantidad de 
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actina en el núcleo a través de un transportador específico para complejos profilina:actina, 

la exportina 6 (Stuven et al., 2003). Esta actividad mantiene la actina en el núcleo por 

debajo de la concentración crítica, evitando la formación de polímeros de actina que 

podrían tener consecuencias nocivas en la estructura y función nuclear. Las actividades de 

profilina en el interior del núcleo no solo están relacionadas con actina. Se ha demostrado 

que su interacción con la proteína p42POP regula negativamente la actividad de este factor 

de transcripción (Lederer et al., 2005). Además, profilina se ha co-localizado con partículas 

intranucleares involucradas en el splicing de RNA y se ha demostrado por ensayos in vitro 

que anticuerpos contra profilina inhiben este proceso (Skare et al., 2003). Más 

recientemente, usando anticuerpos contra la profilina del insecto Chrinomus tentans, se 

determinó que la fracción nuclear de esta proteína es excluida de regiones de cromatina 

densa y se co-localiza con proteínas marcadoras de genes transcripcionalmente activos 

(Soderberg et al., 2012). Los estudios mencionados sugieren que profilina está involucrada 

en una gran diversidad de funciones relacionadas con la expresión génica, las cuales aun no 

han sido exploradas. 

 

4.4. Trypanosoma cruzi. 

 

4.4.1. Importancia biomédica. 

 T. cruzi es un parásito protista flagelado responsable de ocasionar la enfermedad de 

Chagas. El rango endémico de esta enfermedad incluye todos los países de Suramérica y 

Centroamérica. Sin embargo, las migraciones de personas han ampliado su distribución a 

Estados Unidos, Canadá, Japón, Australia y varios países de Europa (Kirchhoff, 2011). Se 

estima que 10 millones de personas se encuentran infectadas con T. cruzi y que cerca de 

10000 muertes ocurren anualmente a causa de este parásito (WHO, 2010). Durante el curso 

de la enfermedad de Chagas se presentan dos etapas, una aguda y una crónica. La etapa 

aguda comienza de 1 a 2 semanas después del primer contacto con el parásito y tiene una 

duración de 4 a 8 semanas. Durante esta etapa, gran parte de las personas infectadas no 

muestran síntomas específicos. En una minoría de pacientes se detecta inflamación en el 

sitio de inoculación de los parásitos, lesiones que se conocen como chagomas. La etapa 

crónica puede durar todo el tiempo de vida del individuo. Las manifestaciones clínicas más 

importantes son las alteraciones cardiacas, aunque también se pueden presentar 

complicaciones gastrointestinales y del sistema nervioso central. A la fecha, sólo existen 
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dos medicamentos licenciados con eficacia limitada contra la enfermedad. Estos son el 

nifurtimox y el benznidazol, ambos efectivos primordialmente durante la etapa aguda y con 

varios efectos secundarios adversos (Bern et al., 2011). 

 

En adición a su importancia médica, T. cruzi y otras especies de tripanosomátidos han sido 

usadas como modelos biológicos para describir procesos celulares y moleculares que 

difieren ampliamente de los establecidos a partir de estudios en organismos modelo como 

las células mamíferas y las levaduras. Entre ellos cabe mencionar la organización de los 

genes en unidades de transcripción policistrónicas (Martínez-Calvillo et al., 2010) y la 

composición del citoesqueleto en base de microtúbulos, con ausencia de microfilamentos 

clásicos (Gull, 1999). Además, T. cruzi ofrece varias ventajas desde el punto de vista 

experimental, como por ejemplo: 1. Se pueden obtener varios de los estadios del ciclos de 

vida del parásito en cultivo; 2. Existen vectores y protocolos de transfección disponibles 

para la manipulación genética del parásito; 3. Se ha liberado la secuencia de su genoma, lo 

que permite la identificación y análisis de genes usando herramientas bioinformáticas.  

 

4.4.2. Ciclo de vida. 

El ciclo de vida de T. cruzi comienza cuando un insecto triatomino se alimenta de la sangre 

de un hospedero mamífero infectado con formas extracelulares y no replicativas del 

parásito llamadas tripomastigotes sanguíneos (Figura 10). En el interior del intestino del 

insecto, los tripomastigotes se transforman a epimastigotes, un estadio con capacidad 

replicativa. Los epimastigotes migran hacia el intestino posterior del insecto, donde se 

transforman en tripomastigotes metacíclicos, una forma no replicativa pero con capacidad 

de infectar células mamíferas. Cuando un insecto infectado se alimenta de un mamífero, 

excreta tripomastigotes metacíclicos que al entrar en contacto con áreas vulnerables como 

la mordedura del insecto, las conjuntivas o las mucosas orales o nasales, pueden infectarlo. 

Una vez en el mamífero, los tripomastigotes metacíclicos invaden células y se transforman 

en amastigotes, una forma intracelular y replicativa. Después de varias rondas de 

replicación, los amastigotes se transforman en tripomastigotes sanguíneos, los cuales son 

liberados por la ruptura celular. Los tripomastigotes sanguíneos liberados pueden infectar 

nuevas células o llegar al torrente sanguíneo, donde son llevados a otros órganos. El ciclo 

de vida se cierra cuando un triatomino se alimenta de los tripomastigotes sanguíneos 

circulantes del mamífero infectado (Tyler & Engman 2001).  
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Figura 10. Ciclo de vida de T. cruzi. Modificada de: www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html. 

 

Se han descrito otros mecanismos de transmisión de T. cruzi que no están representados en 

el ciclo de vida descrito anteriormente. Entre ellos cabe mencionar ciclos de transmisión 

selvática que involucran mamíferos que se alimentan de triatominos o de mamíferos 

infectados y la transmisión congénita. En humanos, aunque la principal causa de infección 

es a través de la mordedura de triatominos en áreas endémicas, las transfusiones de sangre, 

la donación de órganos, la transmisión congénita, la ingesta de bebidas o alimentos 

contaminados y los accidentes de laboratorio también se han descrito como fuentes de 

transmisión del parásito (Kirchhoff, 2011). 

 

4.4.3. Citoesqueleto. 

El citoesqueleto de los tripanosomátidos se caracteriza por estar constituido principalmente 

de microtúbulos, los cuales forman parte central de estructuras como el corsé subpelicular, 

el flagelo y los cuerpos basales (Figura 11). El corsé subpelicular es una red de 

microtúbulos que se encuentran adosados a la cara interna de la membrana plasmática, 

alineándose de la parte anterior a la posterior del parásito con la misma polaridad, 

brindando forma y resistencia mecánica a la célula (Figura 11A). El flagelo, por su parte, 

emerge de una invaginación de la membrana plasmática libre de microtúbulos llamada 

bolsillo flagelar y se dirige hacia la parte anterior de la célula anclado por un sistema de 

filamentos que se denomina zona de anclaje flagelar (Figura 11B). Además de un axonema 

con un arreglo de microtúbulos 9+2 típico, el flagelo de los tripanosomátidos posee una 
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estructura adicional, llamada barra paraflagelar, que recorre el flagelo en paralelo con el 

axonema. El flagelo y sus estructuras asociadas han sido implicados en una gran variedad 

de funciones, entre las que se encuentran la motilidad, la citocinesis, la endocitosis y la 

adhesión celular. Además de estas estructuras, en cada parásito se encuentra un cuerpo 

basal asociado con el flagelo y el cinetoplasto, una masa de DNA mitocondrial  que es 

característica de los tripanosomátidos y de otros protistas del grupo taxonómico al que 

pertenecen (Kinetoplastidae). Los cuerpos basales participan como centros organizadores 

de microtúbulos durante la biogénesis del flagelo (Gull, 1999).  

 

 
Figura 11. Citoesqueleto de los tripanosomátidos tomando como modelo tripomastigotes 
procíclicos de T. brucei. (A.) Micrografía electrónica de una vista lateral de un citoesqueleto 
extraído con detergente. (B.) Micrografía electrónica de una sección transversal donde se observa el 
corsé subpelicular y el flagelo. Las estructuras señaladas son las siguientes: Cuerpos basales (BB), 
núcleo (N), axonema (A), barra paraflagelar (PFR), zona de anclaje flagelar (FAZ) y corsé 
subpelicular (PMT). Tomadas de: Gull (1999) y Portman & Gull (2012). 
 

4.4.4. Actina. 

La actina de los tripanosomátidos presenta varias características que han dificultado su 

estudio: 1. Las posibles estructuras celulares formadas por los polímeros de actina no han 

sido detectadas por microscopia electrónica (Gull, 1999); 2. Las formas poliméricas de 

actina no son estabilizadas por faloidina, ni disociadas latrunculina B o citocalasina D 

(Sahasrabuddhe et al., 2004), toxinas usualmente utilizadas para su estudio; 3. Anticuerpos 

heterólogos la reconocen débilmente (Mortara et al., 1989), lo que dificulta su uso en 

estudios de localización subcelular; y 4. Su forma nativa no puede ser purificada por 

cromatografía de afinidad por DNasa I, ya que une débilmente esta proteína (Mortara et al., 

1989; Kapoor et al., 2008). Aunque las funciones de las actinas y de sus proteínas 
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reguladoras están lejos de ser comprendidas en los tripanosomátidos, gracias a los 

proyectos genoma en los últimos años la identificación bioinformática de genes 

codificadores para actinas y para proteínas de unión a actina, el desarrollo de anticuerpos 

homólogos y enfoques de genética reversa han permitido comenzar su caracterización en T. 

brucei, Leishmania donovani y T. cruzi. En T. brucei, anticuerpos anti-actina han 

encontrado una distribución diferencial de esta proteína en los diferentes estadios del ciclo 

de vida de este parásito. En los tripomastigotes sanguíneos actina se co-localiza con la 

maquinaria endocítica presente en el bolsillo flagelar, mientras que en las formas 

procíclicas se distribuye de manera homogénea en toda la célula. De manera similar, la 

disminución de la expresión de la actina por RNA de interferencia tiene un efecto diferente 

en estos dos estadios, siendo esencial para la endocitosis y la sobrevivencia de las formas 

sanguíneas pero no de las procíclicas (García-Salcedo et al., 2004). En los promastigotes de 

Leishmania, actina se localiza en el flagelo, el bolsillo flagelar, el núcleo, el corsé 

subpelicular y el cinetoplasto (Sahasrabuddhe et al., 2004), donde está involucrado en el 

remodelamiento del DNA mitocondrial (Kapoor et al., 2010). En nuestro laboratorio, se 

demostró que actina es expresada en niveles similares pero en diferentes localizaciones 

subcelulares en tres de los estadios (epimastigotes, tripomastigotes metacíclicos y 

amastigotes) del ciclo de vida de T. cruzi. Además, análisis en geles en 2-D muestran que 

se expresan varias isovariantes de actina en los diferentes estadios del ciclo de vida 

(Cevallos et al., 2011). 

 

4.4.5. Profilina y otras proteínas reguladoras de la dinámica de actina. 

El análisis de la secuencia de los tres primeros genomas de tripanosomátidos liberados (T. 

brucei, T. cruzi y L. major; también conocidos como ¨TriTryps¨) reveló la presencia de 

genes homólogos que en otros organismos codifican para proteínas involucradas en la 

nucleación de microfilamentos (forminas y los componentes del complejo Arp2/3), en la 

modulación de la dinámica de polimerización de la actina (ADF/cofilina, CapZ, AIP1 y 

profilina) y de proteínas responsables de la formación de haces de microfilamentos y de 

vincular los microfilamentos con los microtúbulos (coronina y End-binding protein-1 

(EB1)) (Berriman et al., 2005; DeMelo et al., 2008). Con los datos del genoma, se ha 

propuesto un modelo que explica la dinámica de polimerización de actina en los 

tripanosomátidos (Figura 12) (DeMelo et al., 2008). Sin embargo, este modelo asume la 

conservación funcional de las proteínas involucradas, supuesto que no necesariamente se 
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cumple para todas las proteínas. Además, la expresión de solo dos de los genes 

identificados por bioinformática que posiblemente están involucrados en regular la 

dinámica de polimerización de la actina, ha sido corroborada experimentalmente (profilina 

y ADF/cofilina), y solo para uno de ellos (ADF/cofilina) existen datos de caracterización 

bioquímica y funcional. 

 

 
Figura 12. Modelo de la dinámica de actina en tripanosomátidos. 1. ADF/cofilina se asocia con 
filamentos compuestos por actina-ADP en los extremos (-) y los corta o disocia. AIP1 se une al 
extremo (+) generado evitando la adición de monómeros; 2. Acumulación de monómeros de actina-
ADP unidos a ADF/cofilina; 3. Liberación de ADF/cofilina y unión de profilina a los monómeros; 
4. Profilina promueve el intercambio de ADP por ATP en los monómeros de actina y su adición en 
los extremos (+); 5. CapZα-β se une los extremos (+) y restringe la polimerización y longitud del 
filamento; 6. Coronina y EB1 actúan para formar haces de microfilamentos y vincular el 
citoesqueleto de actina con el de tubulina. Modificado de: DeMelo et al. (2008).  

 

- ADF/cofilina: Un gen homólogo a ADF/cofilina ha sido caracterizado en Leishmania 

donovani. Canónicamente, ADF/cofilina posee dos actividades: 1. Incrementar su 

despolimerización por los extremos (-); 2. Cortar los microfilamentos. Ensayos in vitro 

muestran que el homólogo de L. donovani conserva la actividad de despolimerizar los 

microfilamentos de actina y, en menor medida, de cortarlos. Además, contrario a otras 

ADF/cofilinas y similar a las profilinas de mamífero y de levadura, esta proteína promueve 

el intercambio de ADP por ATP en los monómeros de actina, promoviendo de esta forma 

su reciclaje (Tammana et al., 2008). La función de esta proteína ha sido analizada por 

enfoques de genética reversa. Mutantes de L. donovani en los que se suprimió la expresión 

de ADF/cofilina muestran defectos en el ensamble del flagelo (Tammana et al., 2008). 

Además, estas mutantes crecen más lentamente en comparación con las células silvestres, 
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tienen una capacidad reducida de duplicar el bolsillo flagelar durante la división celular y 

fallas en el trafico intracelular de vesículas (Tammana et al, 2010). Existe evidencia que 

estos fenotipos están asociados con alteraciones en la dinámica de polimerización de la 

actina. Por ejemplo, en las mutantes negativas para ADF/cofilina la localización y el estado 

de actina cambia. Mientras que en las células silvestres actina se observa principalmente 

como parches y gránulos en todo el cuerpo celular, en las mutantes se encuentra en forma 

filamentosa (Tammana et al., 2008). Además, la sobreexpresión de una versión de 

ADF/cofilina incapaz de regular la dinámica de actina in vitro, genera parásitos con 

características fenotípicas similares a las mutantes negativas (Kumar et al., 2012). 
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5. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS. 

 

La  presencia y expresión a nivel de RNA mensajero de un gen codificador de profilina en 

los tripanosomátidos fue inicialmente demostrada en T. brucei (Wilson & Seebeck, 1997). 

Cuando se comparó la secuencia deducida de aminoácidos de este gen con la de otras 

profilinas se identificó una inserción de 19 aminoácidos cercana al extremo carboxilo 

(Wilson & Seebeck, 1997), la cual se encuentra conservada en profilinas de otros 

tripanosomátidos (Figura 13A). A pesar de la presencia de esta inserción y del bajo nivel de 

similitud que posee con otras profilinas (>30%), el gen de profilina de T. brucei 

complementa una mutante negativa para profilina de levadura, lo que sugiere la expresión 

de un producto funcional (Wilson & Seebeck, 1997). Además, un modelo computacional de 

la estructura terciaria de la profilina de T. cruzi realizado en una tesis de maestría de 

nuestro laboratorio (Herrera-López, 2008), sugiere que el plegamiento de la proteína esta 

conservado con respecto al de estructuras de profilina determinadas experimentalmente 

(Figura 13B). En esta tesis también se demostró la expresión a nivel de RNA mensajero del 

gen codificante para profilina en los epimastigotes de T. cruzi  y se clonó un fragmento 

genómico con la secuencia codificante de profilina en un vector diseñado para la expresión 

de proteínas fusionadas a una etiqueta de His(x6) en E. coli, con el fin de purificar proteína 

recombinante para la obtención de anticuerpos policlonales que permitieran la 

caracterización de profilina. A pesar de que la integridad de la secuencia codificadora se 

verificó por secuenciación, no se logró expresar la proteína recombinante en cantidades 

detectables en E. coli.  
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Figura 13. (A.) Alineamiento múltiple de las profilinas de los TriTryps donde se señala la inserción 
de 19 aminoácidos conservada presente en estas proteínas (recuadro rojo). Se incluyen secuencias 
de T. brucei (Tc), T. cruzi (Tc), L. major (Lm), levadura (Sc), Arabidopsis thaliana (At) y 
Toxoplasma gondii (Tg). Los residuos idénticos se señalan con recuadros negros y los conservados 
en grises. El alineamiento se realizó en el programa ClustalW2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y se visualizó en BioEdit (Hall, 1999). Los números 
de acceso en el GenBank de las secuencias usadas son los siguientes: Tb: CAA96531.1; Tc: 
EAN85652.1; Lm: XP_001685367; Sc: AAA34861.1; At: AEC06923.1; Tg: AAX33672.1. (B.) 
Modelo computacional de la estructura terciaria de la profilina de T. cruzi. Se indica la posición de 
la inserción de 19 aminoácidos, la cual no logró ser estructurada por el programa utilizado. El 
modelo se compara con la estructura de la profilina de Acanthamoeba castellani. Se señalan los 
sitios de interacción con actina (rojo), poli-prolinas (azul) y membrana (rosa). Figura 13B tomada 
de Herrera-López (2008).  
 

Preguntas centrales en la biología celular y molecular actuales son: ¿Qué hacen las 

proteínas en la célula?, ¿Dónde están localizadas? y ¿Cómo se comportan y regulan? 

(Crivat & Taraska, 2012). El primer paso para abordar estas preguntas es generar las 

herramientas moleculares necesarias. Dos de las herramientas más valiosas y ampliamente 

utilizadas son la expresión de fusiones etiquetadas con proteínas fluorescentes (Crivat & 

Taraska, 2012) y la generación de anticuerpos específicos contra la proteína bajo estudio 

(Cooper & Paterson, 2009). Estas herramientas facilitan, por ejemplo, la detección y 

visualización de las proteínas en la célula, la identificación de proteínas que interactúan con 

ellas y la caracterización bioquímica de la proteína. Con el objetivo de iniciar la 

caracterización de profilina a nivel de proteína en T. cruzi se decidió utilizar ambas 

estrategias, es decir, la expresión de profilina como fusión a una proteína fluorescente y la 

producción de anticuerpos policlonales.  
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6. METOLOGÍA 

 

6.1. Obtención de parásitos. 

Se utilizaron epimastigotes de T. cruzi de la cepa CL Brener obtenidos en el medio de 

cultivo Liver Infusion Tryptose (LIT) complementado con suero fetal bovino al 10%, 

penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 µg/mL y hemina 25 µg/mL a una temperatura de 

28°C (Camargo, 1964). El número de células se determinó en cámara de Nebauer. Los 

promastigotes procíclicos de T. brucei y L. major fueron amablemente proporcionados por 

el laboratorio del Dr. Santiago Martínez Calvillo. 

 

6.2. Generación de transfectantes estables de T. cruzi. 

 

Se clonó la secuencia codificante de profilina fusionada a la proteína roja fluorescente 

mCherry en el vector pRiboTEX2, una versión del vector de expresión para T. cruzi 

pRiboTEX construido en nuestro laboratorio (Martínez-Calvillo et al. 1997). Este vector 

contiene un promotor de transcripción que es reconocido por la RNA polimerasa I, las 

señales necesarias para la generación de RNA mensajero maduro y un gen que confiere 

resistencia a geneticina G418. Con el vector recombinante se transfectaron parásitos para 

estudiar la localización subcelular de la proteína de fusión. 

 

6.2.1. Construcción de vectores para la expresión de mCherry-profilina en T. cruzi. 

La secuencia codificante de profilina fue amplificada por PCR (94°C x 4 min, [94°C x 30 s, 

60°C x 20 s, 72°C x 20 s] x 30 ciclos, 72°C x 10 min) a partir de una clona genómica de   

T. cruzi construida en nuestro laboratorio (Herrera-López, 2008), usando oligonucleótidos 

que poseen sitios de restricción para Bgl II y Eco RI (Tabla 1). El producto de PCR fue 

clonado en pGEM-T Easy (Promega) y el plásmido recombinante fue digerido con Bgl II y 

Eco RI. El fragmento de DNA con la secuencia de profilina fue purificada de gel de 

agarosa y clonada en el vector pmCherry-C1 en fase con la secuencia codificante para la 

proteína mCherry (ClonTech). La secuencia codificante para la proteína de fusión 

mCherry-profilina de pmCherry recombinante, fue amplificada por PCR (94°C x  4 min, 

[94°C x 30 s, 58°C x 30 s, 72°C x 45 s] x 30 ciclos, 72°C x 10 min) con oligonucleótidos 

que poseen sitios de restricción para Bam HI y Eco RI. El fragmento de DNA con la 

secuencia codificante para mCherry-profilina digerido por los sitios de Bam HI y Eco RI 
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fue obtenido como se describió anteriormente y se clonó en el vector pRiboTEX2 (Figura 

14). Adicionalmente, se clonó la secuencia codificante para mCherry en pRiboTEX2 con el 

fin de usar el vector recombinante como control de localización subcelular (Figura 14). Este 

vector se construyó siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito. Los 

oligonucleótidos para PCR (94°C x 4 min, [94°C x 30 s, 55°C x 30 s, 72°C x 40 s] x 30 

ciclos, 72°C x 10 min) usados para clonar mCherry contienen los sitios de restricción para 

Bam HI y Eco RI y, además, un codón de parada en el oligonucleótido reverso (Tabla 1). 

Todas las clonaciones se realizaron con la DNA ligasa T4 de E. coli siguiendo las 

recomendaciones del fabricante (Promega). Los insertos de los plásmidos fueron 

confirmados por secuenciación.    

 
Figura 14. Vectores recombinantes para la expresión de profilina fusionada a 
mCherry en T. cruzi. Se muestran las principales características de los vectores: 
Secuencias codificantes de mCherry-profilina y mCherry, gen de resistencia a G418 
(G418R), promotor transcripcional del DNA ribosomal y secuencias con las señales 
para el procesamiento del RNA mensajero (GAPDH int y GAPDH 3’). 

 
Nom-
bre Secuencia Dire-

cción Uso 

JFO1 AGATCT TCGTGGCAGGCGTATATCG D Clonación de profilina en pmCherry-C1. Posee 
un sitio de corte para Bgl II 

JFO2 GAATTC TTAGTAATCCAAACTGATAAG R 
Clonación de profilina en pmCherry-C1 y de 
mCherry-profilina en pRiboTEX2. Posee un sitio 
de corte para Eco RI 

JFO3 GGATCC ATGGTGAGCAAGGGCGAGG D Clonación de mCherry-profilina y mCherry en 
pRiboTEX2. Posee un sitio de corte para Bam HI 

JFO4 GAATTC TTA CTTGTACAGCTCGTCCATGC R Clonación de mCherry en pRiboTEX2. Posee un 
codón de parada y un sitio de corte para  Eco RI. 

Tabla 1. Oligonucleótidos usados para la construcción de los vectores recombinantes pRiboTEX2-
mCherry-Profilina y pRiboTEX2-mCherry. Los sitios de corte para las enzimas de restricción se 
indican en cursiva y los codones de parada en negrita. 
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6.2.2. Transfección de epimastigotes y selección de parásitos recombinantes. 

Con los vectores pRiboTEX2-mCherry-Profilina y pRiboTEX2-mCherry, se transfectaron 

40x106 epimastigotes en fase media logarítmica de crecimiento por electroporación. Para la 

electroporación, los parásitos se resuspendieron en 400 µL de solución de Zimmerman 

(NaCl 132 mM, KCl 8 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1.5 mM, acetato de magnesio 

0.5mM, acetato de calcio 90 µM; pH 7.0) fría y se transfirieron a cubetas de 

electroporación. Se agregaron 100 µg de DNA plasmídico superenrrollado resuspendido en 

50 µL de amortiguador TE (Tris 10 mM pH7.4 y EDTA 1mM). Como controles, se 

electroporaron parásitos con la misma cantidad de DNA del vector vacío (pRiboTEX2) y 

con amortiguador TE. Se transfirieron las cubetas de electroporación con las células y el 

material a electroporar a hielo durante 5 minutos, se llevaron al electroporador y se les 

proporcionó un único pulso eléctrico usando las condiciones optimizadas por Lu & Buck 

(1991): 360 V, 1500 µF y 13 Ω. Las células electroporadas se mantuvieron a temperatura 

ambiente durante 5 minutos y posteriormente se transfirieron a frascos de cultivo de 25 mL 

con 10 mL de medio LIT. Por último, se determinó la densidad celular de los parásitos 

sobrevivientes por conteo en cámara de Neubaeur. Para la selección de los parásitos 

recombinantes, se agregó a los cultivos geneticina G418 (Sigma) a una concentración de 

400 µg/mL 24 horas después de la electroporación. Se realizó seguimiento del crecimiento 

de los cultivos por conteo en cámara de Neubaeur. 

 

6.2.3. Caracterización de parásitos recombinantes. 

Para detectar la presencia de los genes codificantes para mCherry y mCherry-profilina, se 

realizaron PCRs a partir de lisados celulares de los parásitos transfectados. Los lisados se 

prepararon por cuatro rondas de congelamiento (hielo seco) y descongelamiento 

(temperatura ambiente) de los parásitos resuspendidos en agua. Para amplificar a mCherry 

se usaron los oligonucleótidos JFO3 y JFO4 (Tabla 1), y para mCherry-profilina JFO3 y 

JFO2. Como control de las reacciones se amplificó el gen codificante de profilina con los 

oligonucleótidos JFO1 y JFO2 (Tabla 1). Las PCRs se realizaron usando las siguientes 

condiciones: 94°C x 4 min, [94°C x 30 s, 58°C x 40 s, 72°C x 45 s] x 30 ciclos, 72°C x 5 

min. Para detectar la expresión de las proteínas de fusión en los parásitos transfectados, se 

realizaron ensayos de inmuno blot y observaciones por microscopía de fluorescencia. Los 

inmuno blot se realizaron usando un anticuerpo comercial anti-mCherry usando las 

condiciones que se descritas en la sección 6.5.2. Para la microscopia de fluorescencia, los 
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parásitos fueron cosechados del medio de cultivo por centrifugación (2500g por 10 minutos 

a 4°C) y lavados en dos ocasiones con PBS (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4         

10 mM, KH2PO4 2 mM; pH 7.4). Posteriormente, se fijaron sobre portaobjetos silanizados 

(Sigma) con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos y se permeabilizaron con Tritón 

X-100 al 0.1% durante 30 minutos. Finalmente, se montaron las muestras con el medio para 

microscopia de fluorescencia Vectashield (Vector laboratories) con 4',6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) para teñir el DNA y se analizaron en el microscopio de fluorescencia 

Olympus BX51.  

 

6.3. Obtención de la profilina nativa de T. cruzi por cromatografía de afinidad. 

 

Este procedimiento se realizó en base a un protocolo desarrollado en el laboratorio del Dr. 

Federico Sánchez para la purificación de profilina de plantas (Vidali et al., 1995). 

 

6.3.1. Obtención de extractos de proteína de T. cruzi. 

Se cosecharon por centrifugación (2500 g por 10 minutos a 4°C) ~ 2x109 epimastigotes 

cultivados en medio LIT, se resuspendieron en  20 mL de amortiguador de extracción de 

proteínas (Tris 10 mM pH 8.0, KCl 100 mM, Gly 100 mM, DTT 1mM) y se lisaron por 

sonicación. Posteriormente, se centrifugó el lisado celular (15000 g por 20 minutos a 4°C) 

y se recuperó la fracción soluble de proteínas (sobrenadante). La fracción insoluble (pellet) 

se resuspendió en 20 mL amortiguador de extracción de proteínas con Tritón X-100 a una 

concentración final del 1% para solubilizar componentes asociados a membranas, y se 

centrifugó como se describió anteriormente. De esta manera, se obtuvo un extracto de 

proteínas enriquecido en proteínas citosólicas y uno enriquecido en proteínas asociadas a 

membrana. 

 

6.3.2. Cromatografía de afinidad por poli-prolinas. 

Se utilizaron columnas con una matriz (Affi-Gel 10, BioRad) acopada a poli-prolinas 

previamente preparadas en el laboratorio del Dr. Federico Sánchez. Los extractos de 

proteína de T. cruzi obtenidos como se describió anteriormente, se pasaron tres veces por 

las columnas de afinidad. Posteriormente, las columnas fueron lavadas con 400 mL de  

amortiguador de extracción de proteínas. Por último, se realizaron tres eluciones con      

100 mL de los siguientes amortiguadores: 1. Tris 10 mM pH 8, KCl 1 M; 2. Tris 10 mM pH 
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8, Urea 3 M; 3. Tris 10 mM pH 8, Urea 8 M. Las proteínas eluidas fueron concentradas por 

precipitación con ácido tricloroacético (TCA) al 15% toda la noche a 4°C, centrifugadas, 

resuspendidas en amortiguador de carga desnaturalizante para proteínas y visualizadas en 

geles de SDS-PAGE.  

 

 

6.4. Expresión y purificación de profilina recombinante. 

 

6.4.1. Construcción de vectores para la expresión de profilina recombinante en E. coli. 

Se clonó la secuencia codificante de profilina en dos vectores (pGEX4T1 y pMALc2x) para 

la expresión y purificación de proteínas recombinantes en E. coli. El vector pGEX4T1 

(Amersham Biosciences) está diseñado para expresar proteínas fusionadas con la glutatión 

S- transferasa (GST) y el vector pMALc2x (New England Biolabs) para proteínas 

fusionadas con la proteína de unión a maltosa (MBP), ambos en el extremo amino de las 

proteínas recombinantes. En los dos casos, la secuencia codificante de profilina fue clonada 

en los sitios para las enzimas de restricción Bam HI y Sal I en fase con la etiqueta 

correspondiente (Figura 15). Las clonaciones se realizaron de la siguiente manera: 1. Se 

amplificó por PCR la secuencia codificante de profilina a partir de una clona genómica de   

T. cruzi construida en nuestro laboratorio (Herrera-López, 2008). La PCR (94°C x 4 min, 

[94°C x 30 s, 60°C x 20 s, 72°C x 20 s] x 30 ciclos, 72°C x 10 min) se realizó con 

oligonucleótidos que poseen sitios de restricción Bam HI y Sal I  (Tabla 2); 2. El producto 

de PCR fue clonado en el vector pGEM-T Easy (Promega); 3. El plásmido pGEM-T Easy 

recombinante fue digerido con las enzimas Bam HI y Sal I; 4. Se purificó de gel de agarosa 

el fragmento de DNA codificante de profilina digerido; 5. Se clonó el fragmento de DNA 

purificado en los vectores de expresión. Las clonaciones se realizaron con la DNA ligasa 

T4 de E. coli siguiendo las recomendaciones del fabricante (Promega). Los insertos de 

todos los plásmidos fueron confirmados por secuenciación. 
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Figura 15. Vectores para la expresión de profilina recombinante en E. coli. Se 
muestran las principales características de los vectores: Secuencias codificantes para 
profilina fusionada a GST y MBP, gen de resistencia a ampicilina (AmpR) y gen 
codificante para la proteína represora Lac I. 

  

 
Nombre Secuencia Dirección Uso 

Prof-Bam-F GGATCC ATGTCGTGGCAGGCGTAT D 
Clonación de profilina en pGEX-4T1 
y pMAL-c2x. Posee un sitio de corte 
para Bam HI. 

Prof-Sal-R GTCGAC TTAGTAATCCAAACTGATAAG R 
Clonación de profilina en pGEX-4T1 
y pMAL-c2x. Posee un sitio de corte 
para Sal I. 

Tabla 2. Oligonucleótidos usados para la construcción de los vectores recombinantes pGEX4T1- 
Profilina y pMALc2x-Profilina. Los  sitios de corte para las enzimas de restricción se indican en 
cursiva. 
 

6.4.2. Expresión y purificación de profilina fusionada a la glutatión S- transferasa (GST). 

Se transformaron células de E. coli de la cepa BL-21 con 100 ng del vector recombinante 

que codifica para profilina fusionada a GST. Se crecieron clonas recombinantes en medio 

Luria Bertani (LB) con ampicilina 100 µg/mL a 37°C con agitación, se indujo la expresión 

de la proteína recombinante con isopropil-β-D-galactosidasa (IPTG) 1mM durante dos 

horas y se evaluó la presencia de la proteína de fusión por SDS-PAGE e inmuno blot con 

un anticuerpo comercial anti-GST (sección 6.6.). Una vez detectada la proteína de fusión, 

se realizaron ensayos de solubilidad de la proteína recombinante para descartar que se 

estuviera expresando en cuerpos de inclusión. Para estos ensayos, se indujeron cultivos de 

bacterias usando las condiciones descritas anteriormente. Se cosecharon las bacterias por 

centrifugación (3000 g por 10 minutos a 4°C) y se lisaron en una solución hipotónica     

(Tris 20mM pH8, EDTA 1mM) con lisozima  100 µg/mL durante 30 minutos a temperatura 
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ambiente y por sonicación (8 - 10 pulsos de 10 segundos a 20 mA). Posteriormente, se llevó 

el lisado de proteínas a PBS y Tritón X-100 al 1%. Los lisados de bacterias se incubaron 

durante 30 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron (10000g por 20 minutos a 

4°C) para separar las fracciones soluble (sobrenadante) y no soluble (pellet) de proteína. 

Con fracciones solubles de proteína, se realizó la purificación de la proteína recombinante 

por cromatografía de afinidad usando glutatión inmovilizado en una matriz de sefarosa (GE 

Healthcare). Para este procedimiento, se obtuvieron lisados de bacterias inducidos solubles 

en PBS-Tritón X-100 y se incubaron con un volumen apropiado de la matriz glutatión-

sefarosa durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después, la glutatión-sefarosa se 

cosechó por centrifugación (500g por 5 minutos) y se lavó tres veces con 10 volúmenes de 

PBS. Por último, se liberó la proteína recombinante incubando 3 – 5 veces la glutatión-

sefarosa con un volumen de amortiguador de elución (Tris-HCl 50mM, glutatión reducido 

10mM, pH 8.0). Las eluciones obtenidas se unieron en un solo tubo y se concentró la 

proteína purificada ultrafiltrando dos veces con un dispositivo Amicon Ultra-15 (Millipore) 

con un corte de 30 kDa. La concentración de proteína obtenida se estimó por ensayos de 

Bradford (BioRad) estándar.   

 

6.4.3. Expresión de profilina fusionada a la proteína de unión a maltosa (MBP). 

Se transformaron células de E. coli de la cepa BL-21 con 100 ng del vector recombinante 

que codifica para profilina fusionada a MBP. La inducción, visualización y solubilización 

de la proteína recombinante se realizó con el mismo protocolo usado para GST-profilina. 

La detección de la etiqueta MBP en la proteína inducida se realizó por ensayos de inmuno 

blot con un anticuerpo anti-MBP comercial (sección 6.6.). Para determinar si la proteína 

inducida se unía a una matriz de amilosa (New England BioLabs), utilizada para purificar 

proteínas fusionadas a MBP por cromatografía de afinidad, se incubaron las fracciones 

solubles de proteína de E. coli con cantidades apropiadas de la matriz de afinidad (se ajustó 

de acuerdo a las recomendaciones del fabricante) y se incubó durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. La matriz de afinidad se cosechó por centrifugación (500g por 5 

minutos) y se lavó en tres ocasiones con 10 volúmenes de PBS. Por último, se resuspendió 

la matriz en 1 volumen de amortiguador de carga denaturalizante para proteínas, se calentó 

a 94 °C durante 5 minutos y se visualizó en un gel de SDS-PAGE.  

 

6.5. Obtención de sueros policlonales anti-profilina 
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Para la obtención de sueros policlonales anti-profilina, se inmunizaron 10 ratones Balb/c 

machos de 6 semanas de edad con GST-profilina recombinante purificada como se 

describió anteriormente. Dos semanas antes de comenzar el esquema de inmunización, se 

tomaron muestras de sangre de todos los ratones para obtener los sueros pre-inmunes. La 

primera inmunización se llevó a cabo intraperitonealmente con 10 µg de antígeno (GST-

profilina) resuspendidos en  100 µL de PBS. Esta proteína fue emulsificada en un volumen 

de adyuvante completo de Freund. A cada ratón se le suministraron dos refuerzos con la 

misma dosis de antígeno 7 y 14 semanas después de la primera inmunización. En estos 

refuerzos el antígeno fue emulsificado en adyuvante incompleto de Freund. Los sueros 

inmunes se obtuvieron dos semanas después del segundo refuerzo. Para la obtención de los 

sueros, se incubó la sangre durante 3 horas a 4°C, se centrifugó (18000 g por 20 minutos a 

4°C) y se recuperaron los sobrenadantes (sueros). Los animales fueron manipulados con un 

protocolo aprobado por la comisión de bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas. 

Los procesos de inmunización, sangrado y sacrificio de los animales se realizaron por 

personal capacitado del bioterio. 

 

6.6. Inmuno blot. 

La detección de profilina recombinante en extractos de proteína de E. coli y de profilina en 

extractos de proteína de tripanosomátidos se realizó mediante ensayos de inmuno blot. Para 

realizar estos ensayos, los extractos de proteína fueron separados en geles de SDS-PAGE y 

transferidos a membranas de nitrocelulosa (BioRad) en cámara húmeda a 150 mAmp por 2-

3 horas a 4°C. Posteriormente, se bloquearon las membranas con una solución de leche 

descremada al 5% en PBS y Tritón X-100 al 0.05% toda la noche a 4°C. Después, se 

agregaron los anticuerpos primarios a la dilución adecuada (Tabla 3) en una solución de 

leche descremada al 2% en PBS y Tritón X-100 al 0.05% y se incubaron por 2 horas a 

temperatura ambiente. Para remover el exceso de anticuerpo, se lavaron las membranas tres 

veces durante cinco minutos con agitación fuerte con una solución de PBS y Tritón X-100 

al 0.05%. Por último, se agregaron los anticuerpos secundarios adecuados en la dilución 

apropiada (Tabla 3), se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente y se lavó como se 

describió anteriormente. Las reacciones quimioluminiscentes se llevaron a cabo con el 

sustrato Super Signal (Pierce) y se revelaron manualmente en placas autoradiográficas 

(Amersham Pharmacia).   
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Proteína 
detectada Anticuerpo primario 

Anticuerpo  

Secundario 
Uso 

GST 

Anti-GST policlonal 
(ThermoScientific). 

Dilución: 1:5000. 

Anti-IgG de conejo 
conjugado con HRP 

(Pierce). 

Dilución: 1:75000 

Detección de GST en proteínas 
fusionadas a esta etiqueta en E. coli. 

MBP 
Anti-MBP policlonal (Pierce). 

Dilución: 1:5000 

Anti-IgG de conejo 
conjugado con HRP 

(Pierce). 

Dilución: 1:75000 

Detección de MBP en proteínas 
fusionadas a esta etiqueta en E. coli. 

α-Tubulina 

Anti-α-Tubulina monoclonal 
(Amersham). 

Dilución: 1:30000 

Anti-IgG de ratón   
conjugado con HRP 

(Pierce). 

Dilución: 1:30000 

Control positivo de los ensayos de 
inmuno blot de T. cruzi. 

Profilina 

Sueros policlonales anti GST-
profilina. 

Dilución: - 1:1000 (sueros 1 y 2) 

              - 1:2000 (sueros 3-10)  

Anti-IgG de ratón   
conjugado con HRP 

(Pierce). 

Dilución: 1:30000 

Detección de profilina en T. cruzi,      
T. brucei y L. major. 

mCherry 

Anti-mCherry monoclonal 
(Clontech) 

Dilución: 1:2000 

Anti-IgG de ratón   
conjugado con HRP 

(Pierce). 

Dilución: 1:30000 

Detección de mCherry-profilina en 
epimastigotes recombinantes. 

Tabla 3. Anticuerpos y diluciones utilizadas para los ensayos de inmuno blot.  
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7. RESULTADOS 

 

7.1. Expresión de profilina etiquetada en T. cruzi. 

 

La expresión de proteínas fusionadas a una proteína fluorescente ha sido una estrategia 

exitosa para visualizar in vivo la localización subcelular de proteínas (Crivat & Taraska, 

2012).  Una de las estrategias abordadas para caracterizar a la profilina de T. cruzi fue 

expresar esta proteína fusionada a la proteína roja fluorescente mCherry. Para ello, se clonó 

la secuencia codificante de profilina fusionada a mCherry (mCherry-profilina) en el vector 

pRiboTEX2, el cual está diseñado para la expresión de proteínas en T. cruzi. Por otro lado, 

se clonó la secuencia de mCherry en el vector de expresión mencionado para utilizarlo 

como control de localización subcelular. De esta manera, se generaron los vectores 

recombinantes pRiboTEX2-mCherry-profilina y pRiboTEX2-mCherry. La integridad de 

los insertos presentes (mCherry-profilina y mCherry) en ambos vectores fue confirmada 

por secuenciación (Anexo 10.1). Se realizaron dos intentos de transfección y selección de 

las transfectantes estables con estos vectores, usando como controles de transfección y de 

selección de las transfectantes estables parásitos electroporados sin DNA y con el vector 

vacío (pRiboTEX2). En el primer intento, el control de selección (parásitos electroporados 

sin DNA) no presentó el comportamiento esperado, ya que creció en presencia de una 

concentración del antibiótico G418 (250 µg/mL) previamente usada en la literatura 

(Martínez-Calvillo et al., 1997) para la selección de las transfectantes estables de T. cruzi 

usando el gen de resistencia presente en pRiboTEX2 (Neomicina). Por esta razón, se 

realizó una curva de crecimiento de parásitos con diferentes concentraciones del antibiótico 

para determinar una dosis a la cual la cepa de T. cruzi de nuestro laboratorio mostrara 

sensibilidad a G418 (Figura 16A). Los parásitos fueron sensibles al antibiótico a partir de 

una concentración de 400 µg/mL, por lo que se utilizó esta concentración para seleccionar 

las transfectantes estables en un nuevo ensayo. En este segundo intento, solo se observó la 

resistencia a G418 en los parásitos transfectados con el vector que codifica para mCherry-

profilina (pRiboTEX2-mCherry-profilina) (Figura 16B). Contrario a lo esperado, los 

controles de transfección (parásitos electroporados con pRiboTEX2) y de localización 

subcelular (parásitos electroporados con pRiboTEX2-mCherry) mostraron el mismo 

comportamiento de los parásitos electroporados sin DNA, es decir, fueron sensibles a 

G418.  
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Figura 16. Curvas de crecimiento de epimastigotes en presencia de diferentes concentraciones de 
G418 (A.) y de los parásitos transfectados con los vectores de expresión para T. cruzi para estudiar 
la localización subcelular de profilina (B.). Se indica el momento en que se agregó G418            
400 µg/mL para la selección de las transfectantes estables. 
 

 

A pesar de que los controles de transfección y de localización subcelular no tuvieron el 

comportamiento esperado (resistencia a G418), se realizaron ensayos para determinar si la 

proteína de fusión mCherry-profilina se expresaba en los parásitos resistentes a G418 

obtenidos en la transfección con pRiboTEX2-mCherry-profilina. En un ensayo de inmuno 

blot con un anticuerpo comercial anti-mCherry no se logró detectar ninguna señal que 

indicara la expresión de la proteína de fusión en extractos de proteína de los parásitos 

resistentes (Figura 17A). De igual manera, en observaciones por microscopía de 

fluorescencia de los parásitos resistentes tampoco se detectó fluorescencia que indicara la 

expresión de mCherry-profilina  (Figura 17B).  
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Figura 17. Caracterización de los parásitos transfectados con el vector pRiboTEX2-mCherry-
profilina. (A.) SDS-PAGE al 12% teñido con azul de Coomassie (Izquierda) de extractos de 
proteína de parásitos transfectados y no transfectados. Inmuno blot (Derecha) con anticuerpos anti-
mCherry del material mostrado en el SDS-PAGE. (B.) Microscopia de fluorescencia (100X) de los 
parásitos. Se observa el DNA del núcleo y el cinetoplasto teñido con DAPI. 
 

7.2. Obtención de profilina para la inmunización de ratones. 

 

Los anticuerpos son herramientas de gran utilidad en biología celular y molecular. Uno de 

los objetivos de este trabajo es obtener anticuerpos policlonales que permitan la 

caracterización de profilina en T. cruzi. Para este fin, es necesario purificar el antígeno 

suficiente para inmunizar animales de laboratorio. Preparaciones enriquecidas con una 

proteína específica raramente pueden ser obtenidas de su fuente natural (Sorensen & 

Mortensen, 2005), razón por la cual el antígeno es comúnmente purificado como una 

versión recombinante de la proteína de interés expresada heterólogamente en E. coli u otro 

organismo. Por esta razón, en un trabajo realizado en nuestro laboratorio, se clonó la 

secuencia codificante de profilina en un vector diseñado para la expresión de proteínas 

fusionadas a una etiqueta de His(x6) en E. coli y se realizaron ensayos de expresión de esta 

proteína recombinante que no fueron exitosos (Herrera-López, 2008). Se decidió por lo 

tanto evaluar dos alternativas: 1. Purificar la profilina nativa de T. cruzi por cromatografía 

de afinidad por poli-prolinas; 2. Clonar a profilina en vectores de expresión para proteínas 

recombinantes fusionadas a etiquetas diferentes (en este caso GST y MBP) y realizar 

ensayos de expresión y purificación. 
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7.2.1. Purificación de profilina de T. cruzi. 

La cromatografía de afinidad por poli-prolinas es una metodología que se basa en la alta 

afinidad de esta proteína por regiones ricas en este aminoácido y que ha sido usada de 

manera exitosa en el laboratorio del Dr. Federico Sánchez (con quien colaboramos para el 

uso de esta metodología) para purificar esta proteína de plantas (Vidali et al., 1995). 

Profilina puede encontrarse de manera soluble en el citoplasma o asociada a la membrana 

plasmática, por lo que para realizar este ensayo se prepararon dos extractos de proteínas: 

uno con las proteínas solubles en ausencia de detergente (extracto enriquecido en proteínas 

citosólicas) y uno con las proteínas insolubles del primer extracto solubilizadas en 

presencia de detergente (extracto enriquecido en proteínas de membrana). Estos extractos 

se pasaron por columnas que contenían una matriz en la cual se acoplaron poli-prolinas. 

Después de una serie de lavados, las proteínas unidas a la columna se liberaron con 

concentraciones altas de sales y el material eluido se precipitó y visualizó por SDS-PAGE. 

Aunque en todas las eluciones se detectaron proteínas, sólo se observó una banda en el 

rango de peso molecular esperado para profilina (~16 kDa) en la fracción eluida con la 

menor concentración de sales utilizada en el extracto enriquecido en proteínas de 

membrana (Figura 18). Esta proteína no fue utilizada para la producción de anticuerpos ya 

que, como se describirá a continuación, se logró expresar y purificar la cantidad suficiente 

de profilina recombinante en E. coli para realizar las inmunizaciones. 

 
Figura 18. Purificación de profilina por cromatografía de afinidad por poli-prolinas. SDS-PAGE al 
15% teñido con azul de Coomassie de las proteínas unidas a las columnas de afinidad de los 
extractos de T. cruzi solubles en ausencia y presencia del detergente Tritón X-100 al 1%. La flecha 
indica la posición de la proteína con el peso molecular esperado de profilina (~16 kDa.). Carriles: 
Elución KCl 1 M (E1); Elución Urea 3 M (E2); Elución Urea 8 M (E3). 
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7.2.2. Expresión de profilina recombinante en E. coli. 

Ya que en ensayos previos (Herrera-López, 2008) no se había logrado expresar a profilina 

recombinante, se clonó la secuencia de profilina en dos vectores diseñados para la 

expresión en E. coli de proteínas fusionadas a dos etiquetas diferentes: la glutatión S-

transferasa (GST) y a la proteína de unión a maltosa (MBP) (Anexo 10.2). Con estos 

vectores recombinantes, se transformaron células de E. coli BL-21 y se indujeron con IPTG 

cultivos de  clonas recombinantes. En estas bacterias, se observaron proteínas inducidas con 

respecto a bacterias crecidas en ausencia de IPTG en el rango de pesos moleculares 

esperado para ambas proteínas recombinantes (Figura 19). Para determinar la presencia de 

GST y MBP en las proteínas inducidas, se realizaron ensayos de inmuno blot con 

anticuerpos comerciales que reconocen las etiquetas correspondientes. Para ambos casos, 

los anticuerpos reconocieron las proteínas inducidas por el IPTG, lo que demostró la 

presencia de las etiquetas en las proteínas recombinantes. Aunque se logró expresar a 

profilina con las dos etiquetas, se decidió utilizar a la fusión con GST para purificar el 

antígeno necesario para la producción de los anticuerpos debido a que en nuestro 

laboratorio se han usado de manera exitosa fusiones con GST expresadas en E. coli para la 

producción de anticuerpos contra proteínas de T. cruzi (Cevallos et al., 2011).     

 
Figura 19. Expresión de GST-profilina (A) y MBP-profilina (B). SDS-PAGE al 10% 
teñido con azul de Coomassie (Izquierda) de lisados de E. coli no inducidos (-) e inducidos 
(+) con IPTG. Inmuno blot (Derecha) con anticuerpos anti-GST y anti-MBP del material 
mostrado en el SDS-PAGE. Las proteínas inducidas poseen el peso molecular esperado 
para ambas fusiones (~42 kDa. para GST-profilina y ~59.2 kDa. para MBP-profilina) y son 
reconocidas por los anticuerpos correspondientes para cada etiqueta. 

 

7.2.3. Purificación de GST-profilina. 
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El primer paso para purificar a GST-profilina fue determinar si la proteína recombinante se 

encontraba en la fracción soluble de los extractos de proteína o en cuerpos de inclusión. 

Para este fin, se lisaron bacterias inducidas y se incubaron en presencia del Tritón X-100 

para solubilizar las proteínas. Después de separar las fracciones soluble e insoluble por 

centrifugación (sobrenadante y pellet, respectivamente) y visualizarlas en geles de SDS-

PAGE, la proteína recombinante se detectó principalmente en la fracción soluble (Figura 

20A). A partir de fracciones solubles de cultivos inducidos, se purificó la proteína 

recombinante por cromatografía de afinidad por glutatión inmovilizado en sefarosa. En 

SDS-PAGE del material obtenido usando esta metodología, sólo fue evidente una proteína 

que corresponde a GST-profilina en las eluciones de la matriz de afinidad (Figura 20B). Se 

realizaron varias rondas de purificación hasta obtener la cantidad suficiente de proteína para 

inmunizar 10 ratones (~300 µg). Las eluciones obtenidas de todas las purificaciones se 

unieron, se concentró la proteína recombinante por ultrafiltración (Figura 20C), se 

cuantificó y se ajusto a la concentración deseada para las dosis de antígeno que se 

suministraron en cada inmunización (10 µg de proteína en 100 µL de volumen). 

 
Figura 20. Purificación de profilina recombinante fusionada a GST.  (A) Prueba de solubilidad de 
la proteína recombinante en PBS 1X- Tritón X-100 al 1%: Extracto total de bacterias inducidas 
(ET), fracción soluble (S) y no soluble (P). La banda correspondiente a la proteína recombinante se 
indica con una flecha. (B) Purificación de la proteína recombinante por cromatografía de afinidad: 
Extracto total de bacterias inducidas (ET), fracción soluble (S), lavados inicial (LI) y final (LF) de 
la matriz de afinidad y eluciones (E1-E3). (C) Concentrado de la proteína recombinante por 
ultrafiltración: Eluciones unidas (EU), filtrados (F1 y F2) y proteína concentrada (C).  
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7.3. Caracterización de sueros policlonales anti-profilina. 

 

Se analizaron por ensayos de inmuno blot sueros obtenidos de ocho ratones inmunizados 

con la proteína recombinante GST-profilina (inicialmente se inmunizaron 10 ratones, pero  

murieron 2 durante el periodo de inmunización). Todos los sueros reconocen una proteína 

en el rango de pesos moleculares teórico de profilina (~16kDa) que no es reconocida por 

los sueros pre-inmunes en extractos totales de epimastigotes de T. cruzi (Figura 21). La 

intensidad y especificidad de reconocimiento de la proteína de 16 kDa por parte de los 

sueros es diferente. En cinco de los sueros (1, 2, 3, 5 y 6) se observó una intensidad similar 

en el reconocimiento de la proteína mencionada. En los tres sueros restantes (4, 8 y 10) la 

intensidad de reconocimiento fue menor. Sin embargo, cabe mencionar que para dos de los 

sueros (1 y 2) el factor de dilución utilizado para realizar el ensayo fue menor al de los 

otros seis (1:1000 vs. 1:2000). En cuanto a la especificidad, en tres de los sueros (1, 3 y 8) 

es evidente el reconocimiento de al menos una proteína de mayor peso molecular a 16 kDa. 

El reconocimiento de otras proteínas fue observada en los sueros restantes. Sin embargo, la 

intensidad de las bandas observadas es muy débil y no es producto del proceso de 

inmunización, ya que son también detectadas por los sueros pre-inmunes. Para completar la 

caracterización de los sueros, se eligieron dos sueros que reconocieran específicamente y 

con mayor intensidad la proteína de 16 kDa (sueros 5 y 6) para determinar si reconocían a 

profilina recombinante. Para este fin, se realizaron ensayos de inmuno blot con extractos 

proteína de E. coli expresando las dos fusiones de profilina (GST-profilina y MBP-

profilina) obtenidas como se describió previamente. Como controles, se utilizaron extractos 

de proteína de E. coli expresando las etiquetas (GST y MBP) (Figura 22A). Como se 

esperaba, se observó reconocimiento de las dos versiones recombinantes de profilina por 

parte de los dos sueros (Figura 22B y C). Solo se observó reconocimiento de la etiqueta 

GST pero no de MBP, lo cual se esperaba porque los animales fueron inmunizados con 

GST-profilina. Esto demuestra que los sueros poseen anticuerpos que reconocen a la 

profilina de T. cruzi y demuestran la expresión de esta proteína en los epimastigotes.    
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Figura 21. Reconocimiento de proteínas de epimastigotes de T. cruzi por parte de los sueros pre-
inmunes (PI) e inmunes (I) de los ocho ratones inmunizados con la proteína recombinante GST-
profilina. Como control positivo de los ensayos se utilizó un anticuerpo comercial que reconoce la 
α-tubulina de T. cruzi. Se cargaron ~5x106 epimastigotes por carril. 
 
 

 
Figura 22. Reconocimiento de profilinas recombinantes expresadas en E. coli por parte de 
los sueros inmunes 5 y 6. Se muestran extractos totales de E. coli BL-21 inducidos con IPTG 
1mM expresando las siguientes proteínas recombinantes: GST (Carril 1), GST-profilina 
(Carril 2), MBP (Carril 3) y MBP-profilina (Carril 4). (A.) SDS-PAGE al 12% teñido con 
azul de Coomassie. En los ensayos de inmuno blot con los sueros 5 (B.) y 6 (C.) se observa 
reconocimiento de las profilinas fusionadas a ambas etiquetas (Carriles 2 y 4) y de la etiqueta 
GST (Carril 1), pero no de la etiqueta MBP (Carril 3).  

 

7.4. Expresión de profilina en T. brucei y Leishmania major. 

 

Los datos anteriores demuestran la expresión de profilina en T. cruzi. Búsquedas 

bioinformáticas en las secuencias liberadas de genomas de tripanosomátidos, revelaron la 

presencia de al menos un gen ortólogo a profilina en todas las especies (Tabla 4). Cuando 

se compararon las secuencias de aminoácidos codificadas por estos genes, los porcentajes 

de identidad y similitud observados fueron mayores al 74% y 86%, respectivamente. Dada 

esta alta similitud, es muy probable que los anticuerpos anti-profilina obtenidos también 
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reconozcan profilinas de otros tripanosomátidos. Para evaluar esta posibilidad, se realizaron 

ensayos de inmuno blot con extractos de proteína de  promastigotes procíclicos de T. brucei 

y L. major (Figura 23A) con uno de los sueros caracterizados como se describió en la 

sección anterior (suero 5). Se observó reconocimiento de una proteína en el rango de peso 

molecular teórico para profilina en L. major y dos señales menos intensas en T. brucei 

(Figura 23B). Aunque bajo las condiciones experimentales el suero usado reconoció 

proteínas adicionales, estos resultados sugieren que profilina se expresa en otras especies de 

tripanosomátidos. 

 

 
Tabla 4. Genes de profilina en tripanosomátidos. Se realizó una búsqueda usando Blastp en la base 
de datos TriTrypDB v 4.1 (Aslett et al., 2010) usando como problema la secuencia de aminoácidos 
de profilina de  T. cruzi. Se muestran los números de acceso y la anotación de las secuencias en 
TriTrypDB, la longitud en número de aminoácidos, el peso molecular teórico (PM) en kDa. y la 
identidad y similitud en porcentajes con respecto a la profilina de T. cruzi.   

 
Figura 23. Detección de profilina en T. brucei y L. major. (A) SDS-PAGE al 12% teñido con azul 
de Coomassie de extractos totales de T. cruzi, T. brucei y L. major. (B) Inmuno blot con el suero 5 
del material mostrado en el SDS-PAGE. En cada carril se cargaron  ~ 5x106 parásitos. 
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8. DISCUSIÓN 

 

A pesar de la ausencia en los tripanosomátidos de microfilamentos de actina que puedan ser 

observados por microscopía electrónica (Gull, 1999) o por tinción con faloidina 

(Sahasrabuddhe et al., 2004), estudios por microscopía de fluorescencia con anticuerpos 

homólogos anti-actina (Sahasrabuddhe et al., 2004; Nayak et al., 2005) y ensayos de 

polimerización con actina recombinante (Kapoor et al., 2008), sugieren fuertemente que la 

actina expresada por estos organismos puede formar polímeros. Análisis de 

fraccionamiento celular con detergentes en L. donovani (Sahasrabuddhe et al., 2004) y en  

T. cruzi (DeMelo et al., 2008; Cevallos et al., 2011) indican que la mayoría de la actina 

celular se encuentra en forma de monómeros o de filamentos cortos no asociados con el 

citoesqueleto de microtúbulos. Dado que en los eucariotas la dinámica de polimerización de 

la actina es regulada por la interacción con proteínas de unión a actina, lo anterior sugiere 

que en los tripanosomátidos la polimerización de la actina debe ser regulada por la 

interacción con estas proteínas. El análisis de las secuencias genómicas de estos parásitos 

identificó genes codificadores para un repertorio de proteínas reguladoras (Berriman et al., 

2005; DeMelo et al. 2008). A la fecha sólo se demostró la expresión de una de estas 

proteínas (ADF/cofilina) (Tammana et al., 2008). En el presente trabajo se demuestra la 

expresión a nivel de proteína de un regulador central de la dinámica de polimerización de 

actina en las células eucariotas, la profilina en T. cruzi. 

 

Búsquedas en el banco de datos de las secuencias genómicas muestran que T. cruzi posee 

un gran número de genes codificadores para actinas y para proteínas reguladoras de su 

polimerización en comparación a otras especies de tripanosomátidos. Análisis filogenéticos 

muestran que      T. cruzi posee 12 genes codificantes para proteínas de la familia de las 

actinas (Cevallos et al., 2011). Dos de estos genes no poseen contrapartes en ningún otro 

tripanosomátido y uno de ellos está presente sólo en T. cruzi y Leishmania. En las proteínas 

reguladoras de la dinámica de actina se observa una situación similar (Berriman et al., 

2005; DeMelo et al., 2008). En adición a dos genes codificadores para forminas 

conservados en los tripanosomátidos, en T. cruzi se ha identificado un gen parálogo 

exclusivo de esta especie.  Las subunidades α y β que forman a CapZ también están 

presentes de manera exclusiva en T. cruzi. Además, a diferencia de Leishmania, en 

Trypanosoma están presentes todas las subunidades canonícas de Arp2/3, lo que sugiere la 
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presencia de un complejo nucleador funcional de este tipo (DeMelo et al., 2008). La familia 

de las miosinas, proteínas motoras que se mueven sobre los microfilamentos y están 

involucradas en procesos como el tráfico intracelular de vesículas, la mitosis y la 

locomoción celular, también se encuentra expandida en T. cruzi. Además de los dos genes 

de miosinas conservados en los tripanosomátidos, en esta especie se han identificado seis 

genes codificadores para miosinas adicionales, uno de los cuales no puede ser clasificado 

en ninguno de los tipos de miosinas actualmente reconocidos (Foth et al., 2006). La 

importancia funcional de las diferencias mencionadas debe ser evaluada 

experimentalmente.  

 

Una herramienta que ha mostrado ser de gran utilidad para caracterizar genes en T. cruzi 

son los vectores de expresión. En el presente trabajo se clonó la secuencia codificante para 

profilina fusionada a la proteína roja fluorescente mCherry en una versión modificada de un 

vector de expresión para T. cruzi construido en nuestro laboratorio (Martínez-Calvillo et al., 

1997): pRiboTEX2. Con este vector recombinante se realizaron intentos para generar 

transfectantes estables. En sólo uno de los ensayos se obtuvo el fenotipo de resistencia a 

G418 esperado y se evidenció la presencia de DNA del vector, pero no se logró detectar la 

expresión de la proteína de fusión. Se pueden plantear tres explicaciones de lo anterior: 1. 

La proteína se expresó pero no se logró detectar; 2. El gen se expresó pero el RNA 

mensajero o la proteína se degradaron; 3. El gen no se transcribió. Ninguna estas 

posibilidades fue evaluada, ya que los controles de transfección y localización subcelular 

no dieron los resultados esperados. Sin embargo, las construcciones realizadas podrían ser 

usadas en nuevas transfecciones para estudiar la localización subcelular de profilina y su 

co-localización con las diferentes formas de actina presentes en T. cruzi, así como con otras 

proteínas reguladoras de la dinámica de polimerización de la actina. Además, ya que el 

vector de expresión posee una secuencia promotora del DNA ribosomal (un promotor 

transcripcional fuerte), también podría ser útil para analizar posibles efectos fenotípicos 

asociados con la sobre-expresión de profilina. 

 

Profilina es una proteína conservada en estructura terciaria, pero diversa en patrón de 

expresión y función. Puede ser codificada por varios genes o por genes de copia única. Se 

ha identificado en diversas concentraciones y regiones de la célula, incluyendo sitios de 

dinámica de polimerización activa de actina y el núcleo celular. En cuanto a su función, 
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típicamente profilina se ha descrito como una proteína reguladora de la dinámica de 

polimerización de la actina. Sin embargo, existen en la literatura trabajos que demuestran 

que posee actividades adicionales como: ser co-factor para el exporte de la actina desde el 

núcleo celular hacia el citoplasma (Stuven et al., 2003), regular la actividad de un factor de 

transcripción (Lederer et al., 2005), intervenir en vías de señalización celular a través de la 

regulación del metabolismo de PIPs (Goldschmidt-Clermont et al., 1991), y participar en el 

splicing de RNA (Skare et al., 2003) y en la transcripción (Soderberg et al., 2012). En el 

presente trabajo se desarrollaron anticuerpos policlonales anti-profilina y profilinas 

recombinantes fusionadas a dos etiquetas diferentes (GST y MBP). Estas herramientas 

ayudarán a dilucidar el papel de profilina en la dinámica de polimerización de la actina y en 

otros procesos celulares en T. cruzi. Entre los estudios que se piensan realizar se 

encuentran: demostrar la expresión de profilina en otros estadios del ciclo de vida; 

experimentos de fraccionamiento celular para estimar la proporción de profilina presente en 

el núcleo, el citoplasma, asociada a la membrana plasmática y en otros compartimentos 

celulares; co-localizaciones de actina y profilina que puedan indicar sitios de 

polimerización activa;  y ensayos de inmunoprecipitación para identificar ligandos de 

profilina. 

 

Aunque en la estructura de todas las profilinas se pueden identificar regiones para la 

interacción con tres tipos de ligandos (actina G, proteínas con regiones ricas en prolina y 

PIP), estas interacciones pueden presentarse con diferentes proteínas y afinidades. Esto es 

especialmente cierto para los ligandos que interactúan a través de regiones ricas en prolina. 

A pesar del alto grado de conservación que se presenta a nivel de secuencia y estructura en 

el sitio de unión a poli-prolinas, profilina interactúa con la mayoría de sus ligandos a través 

de esta región. Los ligandos incluyen proteínas que participan en la organización del 

citoesqueleto, la motilidad celular, la maduración de ribonucleoproteínas, el transporte 

intracelular y la transcripción (Jockusch et al., 2007). La afinidad de las interacciones de 

profilina con estas proteínas varía dependiendo de la isoforma de profilina, del ligando, y 

del estado de fosforilación de profilina (Shao et al., 2008; Shao & Diamond, 2012; 

Aparicio-Fabre et al., 2006). En el presente trabajo se purificó una proteína en el rango del 

peso molecular de la profilina de extractos de T. cruzi mediante cromatografía de afinidad 

por poli-prolinas. Esta proteína se liberó a una concentración baja de sales en comparación 

a la usada con profilinas de plantas (KCl 1M vs. Urea 8M) (Vidali et al., 1995), lo que 
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sugiere una menor afinidad por regiones ricas en prolina. Aunque no se confirmó la 

identidad de la proteína como profilina, estos resultados sugieren la presencia de una 

proteína con características de profilina (se une con poliprolinas y tiene el peso molecular 

esperado de la profilina) en T. cruzi.   

 

Las actinas con todos sus componentes reguladores y proteínas motoras asociadas fueron 

una adquisición temprana en la evolución de los eucariotas, posiblemente estando presentes 

en el último ancestro común eucariota (LECA) (Wickstead & Gull, 2012). Sin embargo, 

desde LECA algunas de estas proteínas se han diversificado y adquirido nuevas funciones, 

mientras que otras se han perdido. También se han incorporado componentes novedosos en 

ciertos linajes. Reflejo de estos procesos evolutivos son las diferencias que se observan en 

la regulación de la dinámica de polimerización de la actina en los eucariotas actuales. En 

las células mamíferas, por ejemplo, la dinámica de actina se explica por el modelo de 

treadmilling. En este modelo se presenta un flujo unidireccional y continuo de monómeros 

de actina desde el extremo (-) hacia el extremo (+), generando filamentos dinámicos con 

una longitud más o menos constante (Dos Remedios et al., 2003). En plantas se ha 

propuesto un modelo diferente al treadmilling llamado dinámica estocástica (Blanchoin et 

al., 2010), en el cual los filamentos de actina crecen rápidamente y, casi de inmediato, son 

desensamblados por la acción de proteínas que los cortan en fragmentos pequeños. Un 

tercer modelo de la dinámica de polimerización de actina ha sido propuesto para explicar la 

motilidad basada en actina-miosina en los parásitos apicomplexos (Schuler & 

Matuschewski, 2006). En este modelo se generan filamentos de actina cortos que son 

estabilizados en el extremo (+) por la unión de proteínas de capeo. Posteriormente, 

interactúan con un sistema de proteínas motoras y de proteínas de adhesión 

transmembranal, generando la fuerza necesaria para mover la célula. Por último, se 

despolimerizan los filamentos por el extremo (-) y se reciclan los monómeros. Las 

características moleculares inusuales de las actinas codificadas por los tripanosomátidos y 

las diferencias en el repertorio de sus posibles componentes reguladores con respecto al de 

otros organismos, sugiere la existencia de un sistema novedoso regulador de la dinámica de 

polimerización de la actina que merece ser estudiado desde el punto de vista biológico. 
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9. CONCLUSIÓN 

 

Se expresó y purificó en E. coli una versión de la profilina de T. cruzi fusionada a GST con 

la cual se inmunizaron ratones para la producción de sueros policlonales. Los sueros 

reconocen una proteína del peso molecular teórico de profilina (~16 kDa.) en extractos de 

proteína de T. cruzi, T. brucei y L. major, lo que demuestra la expresión de esta proteína en 

los tripanosomátidos. Además, se generaron además herramientas moleculares (vectores de 

expresión, proteínas recombinantes y anticuerpos) que permitirán la caracterización de esta 

proteína en proyectos futuros.  
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11. ANEXOS. 

 

11.1. Construcción de vectores de expresión para T. cruzi. 

 

Se clonó la secuencia codificante de profilina fusionada a la proteína roja fluorescente 

mCherry en una versión de un vector diseñado en nuestro laboratorio para la expresión de 

proteínas en T. cruzi (Martínez-Calvillo et al., 1997): pRiboTEX2. Para este fin, el primer 

paso fue generar la secuencia codificante de la proteína de fusión, para lo cual se clonó la 

secuencia codificante de profilina el vector de pmCherry en fase con la secuencia 

codificante para mCherry. Se utilizaron los sitios para Bgl II y Eco RI del sitio múltiple de 

clonación de pmCherry. La secuencia codificante de la proteína construida (mCherry-

profilina) codifica para mCherry en el extremo amino (236 aminoácidos), seguida de cinco 

aminoácidos provenientes del sitio múltiple de clonación y la secuencia codificante de 

profilina (149 aminoácidos) (Figura 24A). Posteriormente, mCherry-profilina fue clonada 

en pRiboTEX2 en los sitios para Bam HI y Eco RI del sitio múltiple de clonación (Figura 

24B). Por último, se clonó la secuencia de mCherry en pRiboTEX2 para utilizar el vector 

como control de localización subcelular. La secuencia de mCherry se obtuvo a partir del 

vector pmCherry vacío, agregándole un codón de parada en los últimos tres nucleótidos. Se 

utilizaron los sitios para Bam HI y Eco RI del sitio múltiple de clonación de pRiboTEX2 

(Figura 24C). La integridad de los vectores recombinantes obtenidos fue confirmada por 

secuenciación. 
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Figura 24. Construcción de vectores recombinantes para la expresión de profilina fusionada a 
mCherry en T. cruzi. Se muestran los sitios de restricción donde se clonaron las secuencias 
codificantes para cada una de las proteínas, los mapas de los vectores recombinantes y geles de 
agarosa al 0.8% teñidos con bromuro de etidio de los plásmidos super-enrollados (No Dig) y 
digeridos con las enzimas usadas para clonar los insertos (Dig).   
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11.2. Construcción de vectores de expresión para E. coli. 

 

Para la expresión y purificación de profilina recombinante, se clonó la secuencia 

codificante de profilina en dos vectores de expresión en E. coli: pGEX4T1 y pMALc2x. 

Estos vectores están diseñados para expresar proteínas fusionadas en el extremo amino con 

la glutatión S-transferasa (GST) y la con la proteína de unión a maltosa (MBP), 

respectivamente. Estas etiquetas permiten la purificación de las proteínas recombinantes 

por cromatografía de afinidad por glutatión (GST) o amilosa (MBP). La secuencia 

codificante de profilina fue clonada en fase con las etiquetas en los sitios para Bam HI y Sal 

I de los sitios múltiples de clonación de los vectores en fase con las etiquetas 

correspondientes (Figura 25). La secuencia de la fusión a GST codifica para la etiqueta en 

el extremo amino (224 aminoácidos), seguida de 2 aminoácidos provenientes del sitio 

múltiple de clonación y la secuencia codificante de profilina (150 aminoácidos). La 

arquitectura de la fusión a MBP es la misma, con excepción del extremo amino en el que se 

encuentra la etiqueta MBP (391 aminoácidos). La integridad de los vectores recombinantes 

obtenidos fue confirmada por secuenciación. 
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Figura 25. Construcción de vectores recombinantes para la expresión de profilina en E. coli. Se 
muestran los sitios de restricción donde se clonaron las secuencias codificantes para cada una de las 
proteínas, los mapas de los vectores recombinantes y geles de agarosa al 0.8% teñidos con bromuro 
de etidio de los plásmidos super-enrollados (No Dig) y digeridos con las enzimas usadas para clonar 
los insertos (Dig).   
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